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RESUMO

Introdugao: Ha evidéncias de que pacientes com cancer de mama apresentam
alteragdo da funcdo imune, o que pode favorecer a progressdao do cancer. A
inflamacgé&o crénica esta envolvida em todos os estagios de carcinogénese. Estudos
tem demonstrado que acidos graxos poliinsaturados n-3 eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaenoico (DHA) apresentam propriedades imunomoduladoras e
antiinflamatorias, sendo utilizados na prevencdo e tratamento de diferentes
patologias, incluindo o céncer. Neste contexto, este estudo teve como objetivo
investigar o efeito da suplementagcdo com Oleo de peixe, em pacientes recém
diagnosticadas com cancer de mama, nas subpopulagdes de linfocitos, citocinas
pré-inflamatérias, proteina C-reativa e Prostaglandina E,. Metodologia: Estudo de
intervencao, randomizado, placebo controlado, duplo-cego, conduzido em pacientes
com diagnostico de cancer de mama, distribuidas em dois grupos (grupo 6leo de
peixe — GO e grupo placebo — GP). As pacientes do GO receberam diariamente 2 g
de concentrado de 6leo de peixe contendo 1,8 g de acidos graxos n-3. O grupo
placebo recebeu 2 capsulas de 1 g de 6leo mineral com igual aparéncia do 6leo de
peixe. Todas as pacientes foram suplementadas por 4 semanas durante o periodo
anterior ao tratamento cirurgico. Antes e ao final da suplementagao, foram coletados
dados de antropometria, composicdo corporal, consumo dietético e amostras
sanguineas para fenotipagem de linfécitos, exames laboratoriais (glicemia de jejum,
albumina sérica, perfil lipidico), analise do perfil de acidos graxos séricos e
marcadores inflamatorios (IL-1B, IL-6, TNF-a, proteina C-reativa e prostaglandina
E>). A analise estatistica foi realizada utilizando testes paramétricos e n&o
paramétricos para comparar os resultados dos dois grupos. Resultados: O GO foi
constituido de 18 pacientes e o GP 19. No inicio do estudo ndo foram observadas
diferencgas significativas entre os grupos quanto aos parametros socioecondmicos,
antropomeétricos e clinicopatoldgicos. A maioria das pacientes apresentou carcinoma
ductal infiltrante e 55,6% e 57,9% do GO e GP, respectivamente, apresentaram
tumor HER2 negativo. Apos a intervencéo, no grupo oleo de peixe houve aumento
significativo da quantidade de EPA (p=0,004), DHA (p=0,007) e total de acidos
graxos n3 (p=0,004) no fosfolipidio plasmatico. Observou-se redugao da razao n6/n3
(p=0,002). No GO observou-se manutengao tanto da percentagem de linfocitos T
CD4" no sangue periférico como dos niveis séricos da proteina C-reativa, enquanto
no GP houve redugdo da percentagem de linfocitos T CD4" no sangue periférico e
aumento da proteina C-reativa. N&do houve mudancgas significativas nos niveis
séricos das citocinas pro-inflamatorias e da prostaglandina E;. Conclusao: A
suplementacado de 1,8g de acidos graxos n-3 em pacientes recém diagnosticadas
com cancer de mama, durante 4 semanas promoveu mudanga significativa na
composi¢cado dos acidos graxos plasmaticos, manteve a percentagem das células T
CD4" e os niveis séricos de PCR, sugestivo da sua agdo benéfica no sistema
imunologico.

Palavras-chave: cancer de mama, acidos graxos n-3, 6leo de peixe, imunonutrigao,
citocinas, acido eicosapentaendico (EPA).
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ABSTRACT

Introduction: There is evidence that breast cancer patients have impaired immune
function, which can promote cancer progression. Chronic inflammation is involved in
all stages of carcinogenesis. Studies have shown that n-3 polyunsaturated fatty acids
eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) acids have immunomodulatory
and anti-inflammatory properties and are useful in the prevention and treatment of
various diseases, including cancer. In this context, this study aimed to investigate in
patients with newly diagnosed breast cancer the effects of fish oil supplementation in
lymphocytes subpopulation, proinflammatory cytokines, C-reactive protein (CRP) and
prostaglandin E;. Methodology: A randomized, placebo controlled, double-blind
clinical trial was conducted in patients diagnosed with breast cancer, divided into two
groups (fish oil group - GO and placebo group - GP). The GO patients received 2 g/
day of fish oil concentrate containing 1.8 g of n-3 fatty acids. The placebo group
received two capsules/day of 1 g of mineral oil with similar appearance to fish oil. All
patients were supplemented for four weeks during the period prior to surgical
treatment. Before and at the end of supplementation, we collected anthropometric,
body composition and dietary intake data and blood samples for lymphocyte
phenotyping, laboratory tests (fasting glucose, serum albumin, lipid profile), serum
fatty acids analysis and inflammatory markers (IL-18, IL-6, TNF-a, CRP and
prostaglandin E2). Statistical analysis was performed using parametric and non-
parametric tests to compare the results of both groups. Results: GO consisted of 18
patients and the GP 19. At baseline no significant differences were observed
between the groups in terms of socioeconomic, anthropometric and
clinicopathological parameters. Most of the patients had infiltrating ductal carcinoma
and 55.6% and 57.9% of GO and GP, respectively, had negative HER2 tumor. After
the intervention there was a significant increase in the amount of EPA (p = 0.004),
DHA (p = 0.007) and the total of n3 fatty acids (p = 0.004) in plasma phospholipid of
the GO patients. There was a reduction in the n6/ n3 ratio (p = 0.002). In GP patients
there was a reduction in the percentage of peripheral blood CD4+ T lymphocytes
counts and increased plasma C-reactive protein concentration. In GO patients The
proportion of peripheral blood CD4 + T lymphocytes and serum of CRP levels were
maintained. There were no significant changes in serum levels of proinflammatory
cytokines and prostaglandin E;. Conclusion: Supplementation of treatment naive
breast cancer patients with 1.8 g/ day of n-3 fatty acids for 4 weeks caused a
significant change in the composition of plasma fatty acids, kept the frequency of
CD4+ T cells and serum CRP, suggestive of a beneficial effect of the supplement on
patient’s immune system.

Keywords: breast cancer, n-3 fatty acids, fish oil, immunonutrition, cytokines,
eicosapentaenoic acid (EPA).
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1 INTRODUGAO

O cancer de mama € uma doenca que tem acompanhado a humanidade
desde tempos antigos. O arquivo médico mais remoto que contém informagdes
sobre essa doenga provem do Egito Antigo: o papiro de Edwin Smith (GOMES et al.,
2002; EKMEKTZOGLOU et al., 2009). Descoberto em 1862, em Tebas, o papiro de
Edwin Smith é datado de 1600 a.C., porém acredita-se que este € uma copia de um
papiro muito mais velho, talvez de 3000 a.C. (VARGAS et. al., 2012). Dentre as
descrigdes relatadas neste papiro encontra-se a seguinte: “Uma mama com tumor
protuberante e fria ao toque representa uma doenca para a qual ndo existe cura’.
Este registro provavelmente representa a primeira descricdo de um caso de cancer
de mama (GOMES et al., 2002).

Hipocrates (460 — 377 a.C.) foi o primeiro a fazer diferengca entre tumores
malignos e benignos (EKMEKTZOGLOU et al., 2009). Ele considerou o cancer de
mama como uma doencga incuravel e ndo recomendou qualquer tipo de tratamento.
Relacionou seu aparecimento com a cessagao da menstruacdo, dizendo que nao
devia tratar porque aceleraria a morte da mulher (GOMES et al., 2002;
EKMEKTZOGLOU et al., 2009).

Aulus Cornelius Celsus (25 a 30 a.C — 45 a 50 d.C) relatou o aumento dos
linfonodos axilares que acompanha casos de cancer de mama. Celsus aconselhou a
remogao cirurgica somente de tumores que ocupam menos de metade da mama
(hoje definidos como tumores em estagio inicial). Ele descreveu doencas
recorrentes, inchagos nas axilas e sua propagagao por todo o corpo (hoje sdo
caracteristicas reconheciveis de cancer de mama metastatico) e foi o primeiro a
classificar o cancer de mama (EKMEKTZOGLOU et al., 2009).

Leonides de Alexandria, no segundo século da era crista, registrou o
envolvimento axilar dos tumores e efetuou a primeira extirpagdo cirurgica da mama a
partir de uma incisdo na pele em uma regido s da mesma, seguida de cauterizagao
para evitar hemorragia; o processo era repetido até a retirada completa do 6rgao
(MORA et al., 2013). Os métodos cirurgicos utilizados eram barbaros comparados
aos atuais. Segundo GOMES et al. (2002), no renascimento, Lorenj Heister defendia
0 uso de uma guilhotina para tornar a mastectomia um procedimento mais rapido e

menos doloroso. A primeira abordagem meédico-paciente foi feita por Lorenj Heister,
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que dizia: “muitas mulheres podem tolerar a operacdo com a maior coragem e sem
gemer absolutamente. QOutras, entretanto, fazem um escéndalo tal que pode
desencorajar o mais destemido dos cirurgiées e dificultar a operagdo. Para realiza-
la, o cirurgido, portanto deve ser persistente e ndo permitir-se desconcentrar-se com
o choro da paciente”.

A mortalidade operatoéria era muito alta, quer no préprio ato cirurgico como no
pos-operatorio imediato. A dor e a hemorragia durante o ato cirdrgico atuavam
sinergicamente para desencadear o choque operatorio e no pos-operatoério imediato
muitas das pacientes que sobreviviam a agressao cirurgica morriam devido a
infecgdo. Somando-se a mortalidade propria da doenca estava, assim, criado um
quadro desolador, que desencorajava os mais animados quanto a cirurgia e abria a
porta aos tratamentos locais mais esotéricos: pomadas variadas, extratos vegetais,
animais vivos abertos ao meio, urina e até mesmo fezes (MORA et al., 2013).

Em 1846, com a descoberta da antissepsia por Joseph Lister e da anestesia
por Horace Wells, foram amenizadas a dor e a infeccdo. Neste mesmo periodo,
Rudolf Virchow, pela primeira vez, observou microscopicamente um tumor, trazendo
o aperfeicoamento de técnicas cirurgicas baseadas em conhecimentos anatdémicos
mais precisos (GOMES et al., 2002; EKMEKTZOGLOU et al., 2009).

Em 1852, Willian Stewart Halsted e Willy Meyer, descreveram a técnica de
mastectomia radical, que permaneceu como padréo de tratamento de cancer de
mama por mais de 70 anos (EKMEKTZOGLOU, et al., 2009). Baseada no principio
cientifico de que a mutilacdo era considerada a cura para o cancer, a Escola de
Halsted legou a humanidade uma terrivel visdo do tratamento do cancer de mama.

Em 1895, Emile Grube, estudante de medicina, irradiou a primeira paciente
com cancer de mama, mas somente no inicio do século XX que a radioterapia foi
introduzida pos mastectomia radical. Neste mesmo periodo ocorreram varias
modificagdes nas técnicas cirurgicas propostas até entdo e chegou-se a conclusao
que cirurgias conservadoras alcancam os mesmos objetivos que as cirurgias
radicais. Em 1990, o National Cancer Institute (NCI) sancionou a cirurgia
conservadora da mama como o tratamento preferencial da fase | e |l de canceres de
mama (EKMEKTZOGLOU et al., 2009; MORA, et al., 2013).

No final da década de 60 observou-se que a aplicacdo de quimioterapia apos
a cirurgia aumentava as taxas de cura (CARTER, 1972; MORA et al., 2013). Desde

entdo a quimioterapia passou por grandes modificagdes, novos medicamentos
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surgiram trazendo melhores perspectivas de tratamento. Atualmente, o tratamento
para cancer de mama consiste da combinagdo de varias linhas de tratamento:
cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e imunoterapia. Dentre essas,
a imunoterapia tem sido considerada como uma estratégia terapéutica interessante
e promissora. Além dos tratamentos convencionais citados, tratamentos adjuvantes
alternativos como o uso de compostos bioativos presentes em alimentos, também
tem sido investigados. E dentro desse contexto que a suplementagéo com os acidos
graxos polinsaturados n-3 eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA) , é
abordada neste estudo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estado atual do cancer de mama

2.1.1 Epidemiologia do cédncer de mama

O cancer de mama € apontado como a neoplasia mais comum entre as
mulheres em todo o mundo, atingindo 25% de todos os canceres femininos (INCA,
2014). Estima-se que a incidéncia mundial de cancer de mama feminino ira atingir
cerca de 3,2 milhdes de novos casos por ano até 2050 (HORTOBAGYI et al., 2005).
Esses numeros refletem a magnitude da incidéncia de cancer de mama, o seu efeito
sobre a sociedade mundial e a necessidade urgente medidas preventivas e de
tratamento.

No Brasil, para o ano de 2015 foram estimados 57 mil casos novos de cancer
de mama feminina, que sera o segundo tipo mais incidente no pais, sendo o mais
incidente nas regides Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Nordeste (INCA, 2014). No
Distrito federal, para este mesmo ano, estimou-se uma taxa bruta de incidéncia de
62,8 por 100 mil habitantes e de 920 novos casos de cancer de mama em mulheres
(INCA, 2014).

A taxa de mortalidade por cancer de mama, ajustada pela populagdo mundial,
apresenta uma curva ascendente e, na populacdo feminina brasileira representa a
primeira causa de morte por cancer, com 11,28 6bitos por 100 mil mulheres em
2009. As regides Sul, Sudeste s&o as que apresentam as maiores taxas, com 12,7 e
12,62 6bitos por 100 mil mulheres em 2009, respectivamente (BRASIL, 2013).

2.1.2 Etiologia do cancer de mama

Segundo Barros (2009), o carcinoma mamario € uma doenga multifatorial,
genética e epigenética que se inicia em uma unica célula na unidade ducto-lobular.
A célula inicialmente modificada multiplica-se, formando um clone celular que se
expande com instabilidade genémica e suscetibilidade a novas mutagdes no DNA e
alteragdes nos mecanismos de reparo dessas modificagdes. Seu potencial de gerar
metastase € geneticamente determinado, e sua evolugdo depende das interacdes de
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diversos fatores no microambiente tumoral. Além disso, ha uma interacdo entre
fatores endocrinos, nutricionais e ambientais.

Cinco a 10% de todos os casos de cancer de mama s&o considerados
hereditarios ou familiares (AMENDOLA E VIEIRA, 2005; BARROS, 2009).

A iniciagdo genética depende de duas forgas antagdnicas que atuam de forma
independente ou combinada: inativacdo de genes supressores e ativagdo de
oncogenes. O cancer de mama hereditario € sempre causado primariamente por
inativagao de genes supressores.

Os proto-oncogeneses, entre eles o fator de crescimento epidérmico 2 (HER-
2), sdo genes normais, envolvidos na codificagdo de proteinas reguladoras da
multiplicagdo celular normal e podem transformar-se em oncogenes por varios
processos genéticos e epigenéticos. Os oncogenes ativados promovem uma sintese
proteica estimuladora do crescimento e proliferagdo anormal de células (BARROS,
20009).

Na carcinogénese mamaria, os genes supressores de tumor (BRCAT1 e
BRCAZ2) desempenham importantes fungbes em diferentes processos celulares,
incluindo a ativag&o e a regulagéo transcricional, o reparo de lesées no DNA, além
de controle do ciclo celular, da proliferagao e diferenciacdo celular. A maneira pela
qual a inativagdo dos genes BRCA conduz ao desenvolvimento de tumor ainda n&o
esta completamente esclarecida. As prevaléncias estimadas para portadores de
mutagdes em BRCA1/2 sao, respectivamente, 0,11% e 0,12% na populagéo geral e
entre 12,8%-16% em familias de alto risco (AMENDOLA E VIEIRA, 2005).

2.1.3 Fatores de risco associados ao cancer de mama

De acordo com o World Cancer Research Fund (2007), o principal fator de
risco para as neoplasias mamarias € a predisposicdo genética. A idade também é
outro importante fator de risco, sendo a incidéncia maior com o aumento da idade;
juntamente com a menarca precoce; a menopausa tardia (instalada apés os 50 anos
de idade); primeira gestagdo apos os 30 nos de idade; nuliparidade; e fatores
ambientais como o uso de tabaco, consumo de bebidas alcodlicas, gorduras e
acucares em excesso, sedentarismo, estresse e obesidade (MENKE, 2007a).

Segundo a OMS (2011), o risco de cancer de mama pode ser reduzido se a

mulher com idade acima de 18 anos for ativa fisicamente (150 minutos semanais de
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atividade fisica moderada), tiver bom controle de seu peso corporal e tiver um habito
alimentar que inclua uma boa oferta de frutas e vegetais. O ato de amamentar
auxilia de forma positiva para diminuigdo no risco. Outros fatores controlaveis como
o consumo moderado de alcool e o habito de ndo fumar também contribuem para
uma menor incidéncia da doenca.

Com relagéo aos fatores dietéticos, a influéncia dos lipidios da dieta no risco
de cancer de mama tem sido questdo de interesse. Segundo revisdo de Vera-
Ramirez et al. (2012), estudos com animais tem demonstrado que acidos graxos
poliinsaturados n-6, com excecdo do y-linoleico (18:3n-6) e o acido linoleico
conjugado, exercem efeitos pro-carcinogénicos. Ao contrario destes, estudos
experimentais in vitro e in vivo tem demonstrado que os acidos graxos
poliinsaturados n-3 exercem efeitos inibitdrios no crescimento e metastases de
tumor mamario. Ainda de acordo com estes autores, os acidos graxos saturados
promovem carcinogénese experimental, mas de uma forma mais fraca comparada
com os acidos graxos n-6 e similar aos acidos graxos trans. Estudos com acidos
graxos monoinsaturados, principalmente acido oleico (18:1n-9), tem demonstrado
resultados conflitantes.

2.1.4 Diagnostico do céancer de mama

Segundo o documento de consenso “Controle do Céncer de Mama” do
Ministério da Saude (INCA, 2004 a), o exame clinico da mama (ECM) é parte
fundamental da propedéutica para o diagndstico de cancer. Devendo ser realizado
como parte do exame fisico e ginecoldgico, e constitui a base para a solicitacdo de
exames complementares. A ultrassonografia (USG) € o método de escolha para
avaliacdo por imagem das lesbes palpaveis, em mulheres com menos de 35 anos.
Naquelas com idade igual ou superior a 35 anos a mamografia € o método de
eleicdo. Em algumas situagbes esta deve ser complementada com a
ultrassonografia.

Ainda de acordo com o consenso, se houver lesdes suspeitas deve-se buscar
a confirmagao do diagnostico que pode ser citologico, por meio de pungéo aspirativa
por agulha fina (PAAF), ou histolégico, quando o material for obtido por puncgao,
utilizando-se agulha grossa (PAG ou core biopsy). A conduta nas lesbes nao
palpaveis segue a proposta do Breast Imaging Reporting and Data System (Bl-
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RADS®), publicado pelo Colégio Americano de Radiologia (ACR) e recomendada
pelo colégio Brasileiro de Radiologia (ICBR), em reunido de Consenso em 1998.
Esse sistema utiliza categorias de 0 a 6 para descrever os achados do exame e

prevé recomendagdes de conduta (Anexo 1).

2.1.5 Classificagdo e estadiamento clinico
2.1.5.1  Classificagéo Histologica e molecular

De acordo com Malhotra et al. (2014), histologicamente o carcinoma mamario
pode ser dividido em carcinoma in situ e carcinoma infiltrante ou invasivo. O
carcinoma in situ dependendo dos padrdes de crescimento e caracteristicas

citologicas do tumor pode ser subclassificado em ductal e lobular (Figura 1).
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Figura 1. Classificagdo histolégica dos subtipos de carcinoma mamario, categorizando a
heterogeneidade baseada nas caracteristicas arquiteturais e padrées de crescimento.
Fonte: Adaptado de Malhotra et al (2014)
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O carcinoma ductal in situ € considerado mais comum que o carcinoma
lobular in situ e, baseando-se na arquitetura do tumor, este pode ainda ser
subclassificado nos seguintes subtipos: Comedocarcinoma, cribiforme, micropapilar,
papilar e sdlido.

De maneira semelhante aos carcinomas in situ, os carcinomas invasivos
também s&o classificados em subtipos histologicos. Os principais tipos de
carcinomas invasivos s&o: ductal infiltrante, lobular invasivo, ductal/lobular, mucinoso
(coloide), tubular, medular e papilifero (Figura 1). Destes, o carcinoma ductal
infiltrante é o tipo predominante, correspondendo a aproximadamente 70% de todas
as lesdes invasivas (MALHOTRA et al.,, 2014). Na pratica clinica, com base nos
niveis de pleomorfismo nuclear, formacéo glandular e tubular e indice mitotico, o
carcinoma ductal infiltrante é classificado em: bem diferenciado (grau 1),
moderadamente diferenciado (grau 2) e pouco diferenciado (grau 3).

Do ponto de vista molecular as neoplasias mamarias podem ser classificadas

em seis subtipos conforme demonstrado na figura 2.
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Figura 2. Classificagdo dos subtipos moleculares do Cancer de mama. RE, receptor de estrogénio;
RP, receptor de progesterona; Her2, receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano;
EGFR, receptor tipo 1 do fator de crescimento epidérmico.

Fonte: Adaptado de Malhotra et al (2014)

O subtipo luminal A, que representa cerca de 40 a 60% dos casos de
carcinomas de mama, apresenta, com relagdo aos demais, o melhor progndstico. Na
sua maioria, sdo tumores de baixo grau histolégico e apresentam resposta inferior a

quimioterapia, enquanto, tumores luminais B apresentam maior proliferagdo e séo,
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muitas vezes, de alto grau histolégico e associados a um maior risco de recorréncia,
e menor sobrevida (ABREU et al., 2002; MALHOTRA et al., 2014).

O subtipo superexpressao do receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HERZ2) possui o segundo pior prognostico em relagdo aos
demais grupos. Sem a terapia adjuvante sistémica, tem menor sobrevida livre de
doenca e elevada taxa de recorréncia, porém se beneficia de terapias alvo
especificas (ABREU et al., 2002)

O subtipo basaloide demonstra prognostico mais reservado, associado a
menor sobrevida livre de doenga e a menor sobrevida global. O subtipo Claudina
baixa, recentemente identificado, demonstra um padrdo imunofenotipico triplo-
negativo ndo basaloide e ainda é assunto de muita discussdo (ABREU et al., 2002;
MALHOTRA et al., 2014).

2.1.5.2 Estadiamento Clinico

Para orientar as ag¢des de saude no cancer de mama, uniformizando as
condutas, foram criados critérios de estadiamento. O sistema TNM (Tumor, Nodes,
Metastasis — TNM) proposto pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) é o
padréo aceito mundialmente (INCA, 2004; MENKE et al., 2007b). Este baseia—se no
didmetro maximo do tumor (T), na presenga ou ndo de linfonodos metastaticos na
axila (N) e nas metastases a distancia, ausentes ou nao (M) (Anexo1).

Considerando a classificagdo da UICC, sao estabelecidos grupos por estadio,
constituindo a classificagdo clinica (Anexo 1). Esta classificagcao s6 se aplica a
carcinomas e a tumores primarios, virgens de tratamemto.

O estadiamento da doengca é um dos fatores mais importantes na
determinagao prognostica da paciente quando da instituicdo do tipo de tratamento. O
atraso para a realizagdo deste pode comprometer as possibilidades de cura (INCA,
2004 b).

2.1.6 Abordagem terapéutica multidisciplinar do cdncer de mama

Como citado no inicio desta revisdo, o tratamento do cancer de mama

avangou bastante nas ultimas décadas. Atualmente, o cadncer de mama é tratado
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dentro de um contexto multidisciplinar, onde a cirurgia e a radioterapia tém papel
fundamental no controle loco regional, e a quimioterapia, a hormonioterapia e a
terapia biologica no tratamento sistémico. Dessa forma, o tratamento deve ser
individualizado, e orientado ndo apenas pela extensdo da doenga, mas também por
suas caracteristicas biologicas, e condigdes da paciente (idade, status menopausal,
comorbidades e preferéncias).

A cirurgia representa a base do tratamento do cancer de mama. A indicagao
de diferentes tipos de cirurgia depende do estadiamento clinico e do tipo histoldgico,
podendo esta ser conservadora ou n&o. A cirurgia conservadora deve ser associada
a radioterapia complementar pos ou pré-operatoria. Seu objetivo principal é eliminar
lesdes microscopicas eventualmente ndo extirpadas pela cirurgia, e reduzir o risco
de recidiva local (Brasil, 2013). Para indicagao dessa modalidade terapéutica, deve-
se levar em conta a possibilidade de controle da doenga com bom resultado estético,
devendo ser indicada em tumores pequenos, palpaveis ou ndo, sem evidéncia de
multicentricidade, e sem metastase a distancia.

O tratamento sistémico sera determinado de acordo com o risco de
recorréncia e as caracteristicas tumorais. A terapia apropriada baseia-se
principalmente na mensuracdo dos receptores hormonais, quando hormonioterapia
pode ser indicada, e também no fator de crescimento epidérmico 2 (HER-2), para
consideragao de terapia biolégica anti-HER-2.

Na doenca localmente avancada, o tratamento deve ser inicialmente
sistémico, e o tratamento cirurgico estara indicado apos resposta adequada com
redugdo do tumor. Havendo metastase a distancia, o tratamento cirurgico tem
indicacobes restritas, sendo o tratamento sistémico a principal opgao.

De forma geral, os tratamentos oncolégicos, sdo complexos e agressivos ao
organismo. Cada modalidade de tratamento pode resultar em efeitos colaterais que

geram impacto negativo no estado nutricional do paciente (DE CICCO et al., 2002).

2.2 Sistema imunolégico e o cancer de mama

2.2.1 Imunoedicdo do céncer

O conceito de que o sistema imune poderia controlar o cancer foi proposto
pela primeira vez por Paul Ehrlich no inicio do século passado (DUNN et al., 2002,
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2004). Ehrlich sugeriu que o sistema imunitario poderia suprimir o desenvolvimento
de tumores e prop6s que a incidéncia de cancer poderia ser muito maior, se nao
fosse a habilidade do sistema imune para identificar e eliminar as células tumorais
que surgem naturalmente por alteragbes hereditarias e mutagbes (DUNN et al,
2002, 2004). Cerca de 50 anos mais tarde, Macfarlane Burnet e Lewis Thomas
desenvolveram a hipo6tese da imunovigilancia, que propunha que o sistema imune
adaptativo era responsavel por prevenir o aparecimento de tumores em hospedeiros
imunocompetentes (DUNN et al., 2002, 2004). Um requisito para aceitagdo dessa
hipétese seria a observacdo experimental de que animais imunodeficientes
apresentassem incidéncia maior de neoplasias. Porém, os estudos em
camundongos atimicos realizados neste periodo ndo demonstraram um aumento na
incidéncia de tumores espontadneos ou induzidos, o que relegou o conceito de
imunovigilancia ao abandono por pelo menos duas décadas.

Em 1990, utilizando camundongos knockout para os genes interferon-gama
(IFN-y) tipo Il ou Rag2™ (fator de transcrigdo necessario para o desenvolvimento de
células T, B e NK), foi possivel observar uma maior susceptibilidade para o
desenvolvimento de tumores induzidos por carcindgenos, na auséncia de
componentes essenciais do sistema adaptativo. Trabalhos posteriores permitiram
concluir que a vigilancia imune ocorre por meio de mecanismos diversos, 0s quais
provavelmente sdo ditados de acordo com o tecido e o ambiente de
desenvolvimento tumoral (DUNN et al., 2002).

A existéncia de casos clinicos de cancer, apesar da vigilancia imune, e a
observacdo de que tumores que surgem em individuos com alguma deficiéncia
imune sdo mais imunogénicos do que aqueles que surgem em hospedeiros
imunocompetentes (SHAKARAN et al., 2001), levaram a uma nova abordagem do
papel do sistema imune na tumorigénese. Hoje, considera-se que o sistema imune
possui um papel dualistico no estabelecimento do tumor, em um processo chamado
de imunoedigdo do cancer (DUNN et al., 2002). Nesse processo o sistema imune
exerce uma pressdo seletiva sobre os tumores, induzindo uma eliminagdo ou
selecdo de subclones menos imunogénicos, e assim, molda seu fenétipo durante a
progressdo tumoral. A imunoedigdo do cancer € um processo composto por trés
fases continuas e progressivas: eliminagdo, equilibrio e evasdo, conhecidas como os
trés “Es” da imunoedicdo (DUNN et al., 2004) (Figura 3).
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(A) Eliminagao (B) Equilibrio (C) Escape

Imunidade inata e
adaptativa

Instabilidade genética
Sele¢do Imune

Figura 3. Os trés “Es” da imunoedicdo do cancer: eliminagao, equilibrio e escape. (A) Apos
transformacgéo de células normais (células em forma de diamante) em células cancerigenas (com
formas irregulares), ocorre invaséo por varios tipos diferentes de células do sistema imunoldgico
(indicado por células redondas) que podem levar a eliminagdo das células cancerigenas. (B) Se a
eliminacgao for bem sucedida o hospedeiro permanece livre de tumores. Entretanto, se uma variante
rara de célula tumoral ndo é eliminada, o sistema imunolégico e o cancer podem chegar a um
equilibrio no qual células do sistema imunolégico mantém o cancer em estado de dorméncia
proliferativa, mas ndo pode remové-lo completamente. Durante a fase de eliminagao, existe selegao
das células cancerigenas, cujos genomas também séo instaveis. Isto pode levar ao escape (C), em
que as células cancerigenas se tornam mutadas e capaz de inibir o sistema imunoldgico. O cancer
pode entdo crescer sem controle. CD4", CD8+, CD4+ CD25+ Treg, e NKT sao todas células T; M®
sdo macrofagos e NK séo células assassinas naturais.

Fonte: Adaptado de Strausberg, 2005.

A fase da eliminagao corresponde a imunovigilancia. Nesta fase, a imunidade
inata e adaptativa trabalha em conjunto para eliminar os tumores nascentes, muito
antes de serem clinicamente detectaveis. Independente do mecanismo de
reconhecimento inato, as vias efetoras sdo mediadas pela via do IFN-y. Células
dendriticas apresentadores de antigenos tumorais drenam para um linfonodo e
estimulam a proliferagdo de linfocitos T CD4" e T CD8" tumor especificas. Por fim, as
células da imunidade adaptativa sdo atraidas para o local da neoplasia onde

reconhecem e destroem as células tumorais que expressam o0s antigenos
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especificos (DUNN et al., 2004). Em um segundo momento, as células tumorais que
nao foram destruidas geram variantes que carregam mutagdes possibilitando a
resisténcia. Segue-se a fase de equilibrio, onde o crescimento tumoral € combatido,
principalmente, por mecanismos imunes adaptativos (linfécitos T, interleucinas, IFN-
y). Na terceira fase, chamada de evasdo ou escape, os tumores adquirem
habilidades que impedem o ataque do sistema imune. Isto pode ocorrer através da
liberacdo de citocinas inibitorias (TGF-beta ou IL-10) ou através de modificagbes
estruturais como a perda de antigenos, perda de componentes de MHC ou
adquirindo insensibilidade ao IFN-y. Neste processo, as novas variantes de células
tumorais, que n&o s&o reconhecidas pelo sistema imune, crescem de maneira
descontrolada (DUNN et al., 2004; STRAUSBERG, 2005).

2.2.2 Linfécitos T CD4 *, T CD8" e razdo CD4*/CD8" no cancer de mama

Linfécitos T CD4" e T CD8" desempenham papel central na imunoedi¢éo do
cancer (DUNN et al., 2004). Linfocitos T CD8" sdo capazes de reconhecer antigenos
tumorais ligados as moléculas de MHC de classe | na superficie de células tumorais
matando-os diretamente. Por outro lado, acredita-se que a geragédo da resposta de
linfocitos T citotdxicos tumor-especifico (CTL) depende da ajuda de linfocitos T CD4*
ativados, que reconhece antigenos tumorais apresentados com moléculas de MHC
classe Il. A partir da produgéo de citocinas, os linfocitos T CD4" estabelecem uma
comunicagao estreita entre a resposta imune inata e adaptativa, que é fundamental
para uma resposta antitumoral eficiente (NISHIMURA et al.,1999).

As percentagens de linfécitos T CD4" e T CD8" no sangue periférico de
individuos saudaveis pode variar entre 50-60% e 20-25%, respectivamente, e a
proporgédo de linfocitos T CD4" para T CD8" é de aproximadamente 2:1 (ABBAS,
2011).

O papel dos linfocitos T CD4" e T CD8" e a razdo CD4'/CD8" em relagdo ao
diagnostico e prognostico de cancer tem sido investigado em diferentes tipos de
cancer, incluindo gastrico (REY-FERRO et al., 1997; LEE et al.,1994), urologico (XU
et al.,1999; KAVER et al.,,1992),de préstata (KAVER et al., 1992) e de mama
(SEVCIKOVA et al.,1992; SCHRODER et al.,1997; GOEDERT et al., 2012; SALEH
et al. 2008). Estes estudos tém demonstrado mudangas nas percentagens dos
linfocitos T CD4™ e T CD8" no sangue periférico de pacientes com cancer quando



32

comparado com controles. Tem sido demonstrado que pacientes com cancer de
mama tem uma fungdo imune mediada por células debilitada quando comparadas
com controles saudaveis (McCLUSKEY et al., 1983). Em pacientes recém-
diagnosticadas com cancer de mama observou-se menores percentagens de células
T CD4" e T CD8" (Mc CLUSKEY et al., 1983; WANG et al., 2012) no sangue
periférico dessas pacientes. Por outro lado, ha estudos que observaram resultados
contrarios aos citados anteriormente (MURTA et al., 2000; CAMPBELL et al., 2005)
ou ainda aqueles que nao evidenciaram diferenca entre pacientes e controles
(WHITFORD et al., 1992). Com relagdo a razdo CD4/CD8" tem sido demonstrado
uma variacdo conforme o estadiamento clinico, sendo normal nos estadiamentos
iniciais e reduzida na fase avancada da doenga (McCLUSKEY et al, 1983;
SEVCIKOVA et al., 1992).

Além de mudangas nas frequéncias das populacdes de linfocitos T CD4" e T
CD8" pacientes com cancer de mama podem apresentar desequilibrio na produgéo
das citocinas produzidas por linfécitos T (CAMPBELL et al., 2005). Essas citocinas
sdo criticas para a eficacia de uma dada resposta imune e um desequilibrio nessas
respostas pode desempenhar um papel importante na progressdo do cancer.
Campbell et al. (2005), utilizando citometria de fluxo, avaliaram os perfis de citocinas
intracelulares de linfécitos T no sangue periférico de 84 mulheres com cancer de
mama e 26 voluntarias saudaveis. Estes autores exploraram a relagdo destas
respostas com a presenca de cancer nos nodulos linfaticos e na medula 6ssea. Os
percentuais de linfocitos T CD4" e CD8" produzindo citocinas tipo | (IL-2, IFN- gama
ou TNF- alfa) e tipo 2 (IL-4) foram significativamente menores nas pacientes com
cancer de mama em comparagdao com controles saudaveis. Além disso, essas
pacientes apresentaram um aumento da razdo CD4"/CD8", que segundo os autores,
pode ser em decorréncia a um aumento no numero de células T reguladoras. Estes
resultados indicam uma disfungdo imunoldgica geral, em vez de uma mudanga no
equilibrio de células tipo 1 e tipo 2, como ja demonstrado em estudos com outros
tipos de cancer. Tais respostas desreguladas das células T ndo se correlacionaram
com a idade, estagio da doencga ou status nodal. No entanto, observou-se uma
correlacdo entre o numero de micro metastases na medula 6ssea e responsividade
das células T.

Em 2014, Jia et al. conduziu um estudo de caso controle com mulheres
recém diagnosticadas de cancer de mama (n=494) e demonstrou que a fungao
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imune pode diferir dentre os diferentes fendtipos ou subtipos de cancer de mama.
Neste estudo, canceres de mama ER’™ (negativo para receptor de estrogénio) e TN
(triplo negativo) foram associados a baixos niveis de linfocitos T CD4", baixa razéo
CD4*/CD8" e altos niveis de T CD8" e NK (células natural Killer) quando
comparados com canceres de mama ER" (positivo para receptor de estrogénio) e
luminal A. Em geral, os canceres de mama ER™ e TN tem um pior prognostico do que
aqueles que sdo ER" e luminal A. Estes resultados indicam um maior grau de
supressdo da fungdo imunoldgica e ativagao antitumoral, refletindo o aumento da

agressividade de ER e TN.

2.2.3 Inflamagéo e cancer

2.2.3.1 Prostaglandina E, e cancer de mama

Além de atuar via imunoedi¢cdo, com ag¢ao especialmente das células imune
adaptativas, o sistema imunologico também pode influenciar o desenvolvimento local
do cancer pela inflamacéao e suas acdes inatas.

A relacdo funcional entre inflamagao e cancer ndo é nova. Desde 1863, a
hipétese de que o cancer poderia se desenvolver em sitios de inflamagéo crénica
vinha sendo cogitada por Rudolf Virchow, que estabeleceu a relacédo entre
inflamagdo e carcinogénese a partir da presengca de leucocitos em tecidos
neoplasicos (BALKWILL & MANTOVANI, 2001). Desde entdo, estudos
epidemioldgicos tem demonstrado que inflamagéo crénica predispde individuos a
varios tipos de céanceres. Estima-se que as infec¢gdes subjacentes e respostas
inflamatdrias estdo relacionadas a 20% de todas as mortes por cancer no mundo
(MANTOVANI et al., 2008).

Mantovani et al. (2008) considera que o cancer e a inflamagdo séo
conectados por duas vias: uma via intrinseca e outra extrinseca. A via intrinseca é
ativada por eventos genéticos que causam neoplasia. Estes eventos incluem a
ativacdo de varios tipos de oncogenes por mutagdo, amplificagdo ou rearranjo
cromossOmico, e a inativagdo de genes supressores de tumores. As células que s&o
transformadas desta maneira produzem mediadores inflamatorios, gerando assim
um microambiente tumoral inflamatério para os quais ndo existe condigcéo

inflamatodria subjacente (por exemplo, tumores de mama). Por outro lado, na via
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extrinseca, condi¢ées inflamatorias ou infecciosas aumentam o risco de
desenvolvimento de céncer em certos sitios anatdbmicos (colon, péancreas e
préstata). As duas vias convergem resultando na ativagao de fatores de transcri¢ao,
principalmente NF-kB, transdutor de sinal e ativador de transcricdo-3 (Signal
transducer and activator of transcription 3 — STAT3) e fator-1a induzido pela hipdxia
(Hipoxia-inducible factor 1a — HIF1a), em células tumorais. Estes fatores de
transcricdo coordenam a producdo de mediadores inflamatorios, incluindo citocinas
e quimiocinas, bem como a producdo de prostaglandinas. Estes fatores recrutam e
ativam varios leucécitos, principalmente as células da linhagem mielomonocitica. As
citocinas ativam os mesmos fatores de transcricdo em células inflamatérias, células
estromais e células do tumor, resultando em mais mediadores inflamatorios, sendo
produzido um microambiente inflamatério relacionado ao cancer.

A ciclooxigenase 2 (COX-2), enzima limitante na cascata de sintese de
eicosandides, esta envolvida na regulagdo da resposta inflamatéria e pode ser
altamente induzida durante a progressao tumoral. Superexpressédo de COX-2 é
encontrada em tecidos e em linhagens de células de tumores de mama, célon, vias
biliares, pele, pulmao e figado (READER et al., 2011; BASU et al., 2013).

Experimentalmente a COX-2 esta envolvida em tumores mamarios em ratos,
induzidos por varios carcinogenos (READER et al., 2011). Estudos clinicos também
corroboram o papel protumorigénico da enzima COX-2 no cancer de mama. Niveis
elevados de COX-2 tém sido observados em todos os estagios do cancer de mama
e detectados imunohistoquimicamente em aproximadamente 40% dos carcinomas
invasivos de mama (READER et al., 2011; BASU et al., 2013; HARRIS et al., 2014).
Ristima“ki et al. (2002) analisando a expressédo de COX-2 por imunohistoquimica em
tecido de cancer de mama invasivo de 1576 pacientes, encontraram uma expressao
elevada de COX-2 que esteve associada a um maior tamanho tumoral, um alto grau
histologico, status negativo de receptor hormonal, elevado indice de proliferagcao
(identificado por Ki-67), alta expressdo da p53, e a presenga de amplificagdo do
oncogene HER-2, (p<0,0001 para todas as comparagdes), juntamente com
metastases e tipo histolégico ductal (p=0,0001 e p=0,0017, respectivamente). Os
resultados deste estudo indicaram que a expressao elevada de COX-2 € mais
comum em cancer da mama com caracteristicas de mau prognostico e esta

associada a um resultado desfavoravel.
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Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que o uso de agentes que inibem
a COX-2, como anti-inflamatérios ndo esteroides, reduzem o risco de
desenvolvimento de cancer de colon, de mama e da mortalidade associada a estas
doengas (PORTA et al., 2009; HARRIS et al., 2014). De acordo com Reader et al.
(2011) e HARRIS et al. (2014), o cancer de mama experimental pode ser suprimido
pela inibicdo da atividade da COX-2 por drogas antiinflamatérias ndo esteroides
(Nonsteroidal anti-inflammatory drugs- NSAIDs), como aspirina, ibuprofeno e
outros ou por inibidores seletivos de COX-2 (Selective COX-2 inhibitors — COXibs),
tais como celocoxibe e nimesulida. A expressao de COX-2 esta associada com
metastase em cancer de mama e antagonismo de COX-2 diminui a invasao e
motilidade das células cancerigenas neste tipo de cancer.

A prostaglandina E; (PGE2) é considerada o principal produto tumorigénico
derivado da COX-2 (CHEN et al., 2011), sendo produzida por uma variedade de
tipos de células, incluindo fibroblastos, macréfagos e alguns tipos de células
malignas (HARRIS et al., 2014; KALINISKI et al., 2012).

A PGE; exerce suas agbdes de maneira autdcrina ou paracrina e seus efeitos
celulares sdo mediados pelos seus quatro subtipos de receptores (EP+, EP,, EP3 e
EP,4). Estes sdo receptores acoplados a proteina G (GPCRs), que sao proteinas
transmembrana envolvidas na transdugdo de sinais celulares. Evidéncias
experimentais tém indicado que os receptores EP podem desempenhar um
importante papel no cancer de mama, incluindo cancer de mama metastatico
(READER et al., 2011). Contudo, o papel preciso de cada EP no comportamento do
cancer ainda nao esta bem determinado.

De acordo com Harris et al. (2014), a PGE, promove a sobrevida de células
tumorais e encontra-se em altas concentragbes em tecidos de tumores malignos
quando comparado com tecidos normais. A sobrevivéncia do tumor é mediada pela
PGE, por varios mecanismos incluindo inibicdo de apoptose e inducdo da
proliferagdo de células tumorais. A PGE, pode estimular a angiogénse, alterar a
morfologia celular, aumentando a motilidade e a migragcédo de células, contribuindo
assim com a progressao tumoral.

A PGE; atua no sistema imune de forma complexa, regulando as fungdes de
diferentes populagdes de células, como macrofagos, células dendriticas, linfocitos B
e T (KALINISKI et al., 2012) (Figura 4). Ela inibe a proliferagéo de células T CD4" via

diminuicao da liberagao de calcio intracelular e atividade da proteina tirosina quinase
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p59. Embora menos conhecido sobre seus efeitos nas células T CD8", tem sido
demonstrado que a PGE; inibe a proliferagdo destas células (HARRIS et al., 2002;
READER et al., 2011;). Além de diminuir a proliferacdo de células T, a PGE, tem
forte efeito na produgao de citocinas pelas células Th1 e Th2. A PGE; aumenta a
producdo da interleucina (IL)-4, IL-5 e IL-10 pelas células Th2 e inibe drasticamente
a producéo de IL-2 e interferon gama (Interferon gamma - INF-y) pelas células Th1,
prejudicando a resposta antitumoral. Ela também inibe a produgcédo de INF-y pelas
células T CD8", o que fortalece ainda mais a resposta Th2 (HARRIS et al., 2002;
READER et al., 2011).

Atividade das células efetoras Entrada das células efetoras no tecido  Indugao de resposta imune no tecido linféide
afetado
1 Ativacdo e desgranulacdo de mastdcitos | Permeabilidade vascular T Recrutamento e diferenciagdo de Treg
1 Atividade de Células Treg e MDS 1 Infiltracdo de neutréfilos, macréfagos, | Diferenciacdo de Th2, Th17
| Func3o citotdxica de células NK, LTCs Mastdcitos, Treg e MDSC 1 Mudanga de classe de IgE
| Produgdo de IFNy pelos LTCs, NK Th1 | Infiltragdio de NK | Produgdo de IL-2 pelas células ativadas
| Morte por granulécitos e macréfagos | Infiltragdo de LTCs | Produgdo de IL-2R e IL-2 responsivas
| Infiltracdo de Thl | Proliferacdo de Células T

| Atragdo de células T naive
| Produgdo de IL-12 e IL12 responsiva

N Thi | Diferenciagdo de LTCs e Thl
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Figura 4. Regulagdao da resposta imune pela Prostaglandina E,. Azul indica relevante para
imunidade contra patégenos intracelular e céncer; verde indica relevante para imunidade contra
patdégenos extracelular; vermelho indica relevante para supressdo imune. |, supressao; |, aumento;
Mo, mondcitos; Mc, macrofagos; N, neutrdfilos; MDSD, células supressoras derivadas de mieldides,
Treg, linfécitos T reguladores; CTL, linfocitos T citotoxicos; Th, linfécitos T auxiliares; CD, células
dendriticas.

Fonte: adaptado de Kaliniski (2012)

A PGE; afeta de forma complexa o desenvolvimento e atividade das células B

imaturas, suprimindo a proliferagao e induzindo apoptose dessas células. Por outro
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lado, ela ndo induz morte ou inibe a proliferacdo de células B maduras, mas regula
sua atividade (READER et al., 2011).

Nas células dendriticas a PGE; atua inibindo sua maturagao, alterando sua
capacidade de apresentagcdo de antigeno e producgédo de IL-12, Fator de necrose
tumoral (Tumor necrosis fator - TNF- a) e IL-1 B, suprimindo ainda mais a resposta
imune Th1.

Pockaj et al., (2004) demonstraram que niveis aumentados de PGE; suprime
a imunocompeténcia de linfécitos T auxiliares e dendriticas em pacientes recém
diagnosticada com cancer de mama. Niveis elevados de PGE; foram associados
com reduzida secrec¢ao de fatores antitumorais pelas células T (INF-y, TNF-q, IL-2 e
IL-12) e perda de imunocompeténcia em células dentriticas. Fung&o prejudicada de
células dendriticas devido a biossintese de PGE; dirigida por COX-2 & portanto um

importante mecanismo pelo qual tumores evadem a imunovigilancia.

2.2.3.2 Citocinas Proé-inflamatorias

2.2.3.2.1 Interleucina-6 (IL-6)

Recente revisao realizada por Dethlefsen et al. (2013) apresenta IL-6 como
uma citocina pleiotropica que desempenha um importante papel na inflamacgao.
Estudos revisados por estes autores demonstraram que durante a inflamagéo aguda
a IL-6 regula a producgao de proteinas de fase aguda e, ao mesmo tempo, controla a
extensdo da resposta inflamatoria por estimular citocinas anti-inflamatérias. Assim,
durante a resposta de fase aguda a IL-6 apresenta efeitos pro- e anti-inflamatorios.
Por outro lado, durante a inflamacgao crénica a IL-6 medeia efeitos exclusivamente
pré-inflamatérios e aumenta a infiltragdo de mondcitos nos sitios de inflamacéo.

Estudo de Walter et al. (2009) sugere que a IL-6 estimula a produgédo de
proteinas antiapoptéticas e angiongénicas pelas células tumorais, promovendo
assim o crescimento tumoral. Para Goldberg et al. (2010) os mecanismos pelos
quais a IL-6 promove o cancer de mama ainda nao sao claros e os estudos recentes
usando modelos de culturas de células tém gerado resultados controversos.
Dependendo do tipo de células, os estudos tém demonstrado efeitos inibitérios ou
promotores do crescimento e da proliferagao celular.

Diversos estudos (Tabela 1) tem demonstrado que pacientes com cancer de
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mama apresentam niveis séricos de IL-6 elevados em comparagdo a controles
saudaveis. Acredita-se que a IL-6 circulante em pacientes com cancer de mama
pode ser derivada de multiplas fontes celulares, incluindo células imunes, estromais
e do proprio tumor (GOLDBERG et al., 2010). Conforme revisao de Dethlefsen et al.
(2013) niveis séricos de IL-6 correlacionam-se positivamente com o estagio do
tumor, infiltragdo de nddulos linfaticos, numero de metastases e recorréncia da
doenga.

LV et al. (2011) em estudo conduzido em mulheres chinesas portadoras de
cancer de mama, encontraram diferenga significativa entre niveis séricos de IL-6 de
pacientes portadoras de cancer de mama HER2" e HER2". Por outro lado, Goswami
et al. (2013) ndo encontraram correlagdo significativa entre os niveis séricos de |L-6
e o status de receptores de estrogénio, progesterona e HER2.

Estudos revisados por Esquivel-Valazquez et al. (2015) demonstraram que
pacientes com altas concentragcbes séricas de IL-6 apresentam pior resposta a

quimioterapia e terapia hormonal.



Tabela 1. Estudos que analisaram |IL-6 sérica em pacientes com cancer de mama.

Referéncia

Populagao

Objetivo do estudo

Principais resultados

Goswami et al.
(2013)

Lyon et al.
(2008)

Bozcuk et al.
(2004)

Bachelot et al.
(2003)

Jiang et al.
(2000)

n= 30
Idade média:50 anos

EC  avangado

n= 35 casos 24 controles

Idade média:48 anos

EC I/1I/IN/IV
n=43

n= 80
Idade média: 54 anos

EC avangado

n= 111 casos e 36 controles

Correlacionar os niveis de IL-6 com
carga tumoral e status dos
receptores hormonais

Comparar os niveis séricos de IL-6
de mulheres com cancer de mama
com controles

Investigar a relagdo de varios
fatores de crescimento e citocinas
com o progndstico clinico em
pacientes com cancer de mama.

Investigar a associacao entre niveis
de IL-6 e progndstico clinico em
pacientes com cancer de mama
metastatico

Comparar os niveis séricos de IL-6
de mulheres com cancer de mama
com controles

Niveis séricos de IL-6 variou de acordo com:

1.progresséo da doenca: aumentou de T3N1MO para
T4dN2MO (41,4 + 31,9 vs. 164,0 = 31,1 pg/ml
respectivamente, p = 0,001).

2. Grade histolégica — grade 142,8 + 32,2 e grade 111 128,9 +
61,0 pg/ml, respectivamente.

3. Invaséo do tecido adiposo e indice mitotico (102.0 + 68,3 e
55,8 + 40,5 pg /ml em tumores com indice mitotico 2 e 1
respectivamente).

Observaram-se altos niveis de IL-6 em pacientes com cancer
em diferentes estagios quando comparado com controles. No
grupo cancer de mama a IL-6 variou de 77,5 — 226 pg/ml e no
grupo controle a variagao foi de 44,0 — 55,5 pg/ml.

Altos niveis séricos de IL-6 (ponto de corte > 5 pg/ml,
mediana) foram associados com menor sobrevida geral e
tempo livre de doenca.

Altos niveis séricos de IL-6 (ponto de corte = 55 pg/ml,
mediana) foi associado com menor sobrevida geral e tempo
livre de doencga

Observam-se altos niveis de IL-6 em pacientes com cancer
quando comparado com controles.

Mediana IL-6 0,7 + 2,5 pg/ml vs 38.3 + 138,7 pg/ml
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Referéncia Populacao

Objetivo do estudo

Principais resultados

Salgado et al. n= 96

(2003) 54 anos

Avaliar prospectivamente a importancia
prognostica da IL-6 circulante em pacientes com
cancer de mama metastatico e verificar se ha
associagao com variaveis clinicopatoldgicas.
Carga e tamanho tumoral

Um sitio metastatico: 3.06 £ 6.6 pg/ml
Dois ou mais sitios metastaticos: 8.3 + 1.7 pg/ml
Metéastase hepatica: 8.3 + 2.4 pg/mi

Os autores concluiram que a IL-6 circulante esta associada
com pior sobrevida em pacientes com cancer metastatico e
esta correlacionada com a extenséo da doenga.

"EC = Estadiamento clinico da doenca
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2.2.3.2.2 Interleucina-1 3 (IL-18)

A IL-1B pertence a grande familia das IL-1 e é geralmente produzida por
monaocitos e macrofagos, mas também por outros tipos de células, incluindo
linfocitos, fibroblastos e células epiteliais (GOLDBERG et al., 2010).

A IL-1B tem sido associada a proliferagdo, angiogénse e inibicdo de apoptose
em células de cancer de mama (ESQUIVEL-VALAZQUEZ et al., 2015). A IL-1B
desempenha um papel importante na progressdo do cancer de mama, pois ela
participa da regulacédo de células teciduais e imunoldgicas dentro do microambiente
tumoral, induzindo a expressdo de varias citocinas, incluindo a IL-8 que € uma
citocina angiogénica (PRENKUMAR, et al., 2007).

Estudos revisados por Goldberg et al. (2010) demonstraram que a expressao
de IL-1 B esta aumentada em aproximadamente 90% dos carcinomas invasivos de
mama negativos para receptores de estrogénio e que altos niveis de IL-1B
correlaciona-se com recorréncia da doencga. Estes estudos sugerem que IL-13 pode

ser um importante mediador de crescimento e progressao de cancer de mama.

2.2.3.2.3 Fator de necrose tumoral-a (TNF-a)

O TNF-a € um importante mediador da inflamacédo (VENDRAMINI-COSTA et
al., 2012). Semelhante a IL-6 é uma citocina extremamente pleiotréfica, produzida
por numerosos tipos de células, incluindo células imunes (principalmente
macréfagos ativados) fibroblastos e células tumorais (GOLDBERG et al.,, 2010).
TNF-a pode induzir necrose tumoral por afetar a vascularizagdo do tumor e iniciar
morte celular apoptdética. Mas, paradoxalmente, ele também pode promover a
proliferagdo celular (BALKWILL et al., 2002).

Miles et al. (1994) analisaram amostras de tecidos de cancer de mama e
demonstraram expressao aumentada de TNF-a em carcinomas invasivos
comparados com tecidos de mama benignos. Neste estudo, a expressao de TNF-a
foi focal e limitada ao estroma tumoral. A presenca de TNF-a foi confirmada por
imunohistoquimica e novamente foi predominantemente estromal.

Estudo de Sheen-Chen et al. (1997) com objetivo de investigar possivel
correlagdo entre os niveis sérios de TNF-a e caracteristicas clinicopatologicas e

ainda avaliar sua significancia prognostica em cancer de mama, demonstrou niveis
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séricos aumentados de TNF-a em pacientes com carcinoma de mama invasivo
gquando comparados com controles. Em analise multivariada, o estadiamento clinico
foi observado como preditor independente de altas concentragdes séricas de TNF-a
na populacdo estudada. Recente estudo de Hamed et al. (2012) demonstrou
resultados semelhantes, sendo observados niveis séricos aumentados de TNF-a em
pacientes com cancer de mama em estadiamento clinico avangado quando
comparado com estagios iniciais e controles saudaveis.

Ha cada vez mais evidéncias que os niveis séricos de IL-6 e TNF-a refletem a
manutengdo e agressividade do tumor em pacientes com cancer de mama.
Trabalhos recentes demonstraram que niveis séricos de IL-6 e TNF-a sao
marcadores independentes de progndstico e sobrevida em céncer de mama
(PAPADOPOULOQOU et al., 2010, TRIPSIANIS et al., 2012). Aléem disso, co-expresséo
aumentada IL-6 e TNF-a foi independentemente associada com a extensao de
envolvimento de nodulos linfaticos (> 3) e invasao linfovascular, aumentando a
significancia progndstica de cada citocina separadamente; também forneceu
informagdo progndstica adicional em relagdo a sobrevivéncia, definindo um
subgrupo de pacientes com alto risco de menor sobrevida e maior risco de morte em
comparagao com pacientes com ambas as citocinas baixas e pacientes com apenas
uma citocina alta. Os resultados sugerem que a co-expressao destas duas citocinas
pode ser utilizada clinicamente como um marcador tumoral util para a extensao e o
prognostico da doenga (TRIPSIANIS et al., 2014).

2.2.3.3 Resposta de fase Aguda

2.2.3.3.1 Proteina C-reativa

A PCR é um marcador de resposta inflamatoria de fase aguda. Ela é
produzida principalmente por hepatdcitos, em resposta a citocinas como IL-6, IL-1 e
TNF-a (HEIKKIiLA et al., 2007; PIERCE et al., 2009). A PCR atua no sistema
imunologico exercendo varias fungbes, como a opsonizagao (para fagocitose) e
ativacédo do sistema de complemento pela via classica (SCHULTZ et al., 1990).

Segundo HEIKKILA et al. (2006), concentragbes elevadas de PCR tem sido
relatada em varias doencgas, incluindo doengas cardiovasculares, diabetes tipo 2,

artrite e muitos tipos de canceres. Para esses autores, trés possiveis mecanismos
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podem ser propostos para a relagdo entre PCR e cancer. Em primeiro lugar, o
crescimento do tumor pode causar inflamacao no tecido e, portanto, elevar os niveis
de PCR. Segundo, a PCR pode ser um indicador de uma resposta imune para
antigenos tumorais. Terceiro, ha evidéncias que as células tumorais podem
aumentar a producdo de proteinas inflamatodrias, o que poderia explicar altas
concentracdes de PCR em pacientes com cancer.

Estudos epidemioldgicos tem demonstrado que niveis elevados de PCR
podem estar associados com pior prognostico de varios tipos de canceres, incluindo
endometrial, cervical, colorretal, pancreatico, hepatocelular e pulmonar de pequenas
células (ALLIN, et al., 2011). Um grande estudo, envolvendo 700 mulheres com
cancer de mama na fase inicial, demonstrou que niveis séricos elevados de PCR
medidos dois anos e meio apés o momento do diagndstico foram associados com

redugéo da sobrevida global e tempo livre de doenga (PIERCE et al., 2009).

1.3 Acidos graxos poliinsaturados n-3: sua relagio com o sistema imune e o

cancer de mama

Os acidos graxos (AGs) sao as unidades fundamentais de lipidios,
componentes principais das gorduras dietéticas. Os AGs dietéticos sao incorporados
aos lipidios sanguineos, aos depositos de gordura e nos lipidios estruturais das
membranas celulares. Estes podem ser representados pela formula RCO;H, onde,
na maioria das vezes, o agrupamento R € uma cadeia carbdnica longa, nao
ramificada, com numero par de atomos de carbono (CURI, 2002; FAHY et al., 2005).
O numero de carbonos na cadeia e o tipo de ligacdo entre estes dara origem a
diferentes tipos de AG (HARDMAN, 2004).

De acordo com o tamanho da cadeia hidrocarbdnica podem ser denominados
AGs de cadeia curta, para aqueles que possuem de dois a quatro atomos de
carbono; cadeia média, para aqueles que possuem de seis a dez atomos de
carbono; ou cadeia longa, para os que possuem acima de doze atomos de carbono.
Os de 20 ou mais carbonos s&o também denominados de AGs de cadeia muito
longa. Segundo o numero de insaturagdes da cadeia, podem ser denominados
acidos graxos saturados (AGS) quando n&o ha insaturagoes, ou insaturados (AGls),

quando possuem uma ou mais insaturagdes na molécula. Os AGls séao
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categorizados em 2 subclasses: acido graxo monoinsaturado-AGMI (contém uma
dupla ligacdo) e acido graxo poli-insaturado—AGPI (contém mais de uma dupla
ligacao) (CURI, 2002).

Na nomenclatura, o termo “n” refere-se a posicao da primeira dupla ligagao do
AG relativa ao grupo metila da molécula de hidrocarboneto (CURI, 2002;CHILTON et
al., 2008). Em quase todos os AGls que ocorrem naturalmente, as duplas liga¢des
estdo na configuragdo cis e normalmente sao posicionados no n-3, n-6 ou n-9 em
relagcdo ao atomo de carbono do grupo metila (RATNAYAKE & GALLI, 2009).

De acordo com a localizagdo das duplas ligagdes, existem 12 diferentes
familias de AGPIs (RATNAYAKE & GALLI, 2009). As familias mais importantes, em
termos de extensao de ocorréncia, saude humana e nutricdo, sao as familias n-6 e
n-3 baseado no acido linoleico (Linoleic acid - LA, 18:2 n-6) e no acido o-linolénico
(a-Linolenic acid - ALA, 18:3 n-3), respectivamente.

Os animais n&o podem sintetizar o LA e o ALA. Assim, estes acidos graxos
sdo considerados essenciais e necessitam ser obtidos através da dieta
(RATNAYAKE & GALLI , 2009; CALDER, 2012). Embora os animais ndo possam
sintetizar o LA e o ALA , eles podem metaboliza-los a outros AG n-3 de cadeia longa
mais insaturados (CALDER, 2012). Isto ocorre por uma série de reagdes de
dessaturacdo e alongamento que acontecem no reticulo endoplasmatico,
predominantemente nas células hepaticas (Figura 5).

A conversao de ALA em acido eicosapentaenoico (Eicosapentaenoico acid -
EPA, 20:5 n-3) sofre competicdo com a conversdo do LA em acido araquidénico
(Arachidonic acid - AA, 20:4 n-6), uma vez que as mesmas enzimas sao usadas
(Figura 5). A reagdo da A6 dessaturase é limitante da velocidade nesta via. O
substrato preferido para a A6 dessaturase € o ALA. No entanto, o LA € muito mais
prevalente nas dietas humanas que o ALA, e assim o metabolismo dos acido graxos
n-6 €& quantitativamente o mais importante. As atividades da A6 e A5 dessaturases
sdo regulados pelo estado nutricional, hormdnios e pela inibicdo de feedback por
produtos finais (CALDER, 2013a).

O EPA pode ser convertido em acido docosahexaendico (Docosahexaenoic
acid — DHA, 22:6 n-3). Esta conversdo envolve atividade da A6 dessaturase e é
limitada pela [(-oxidagdo peroxissomal. Segundo Calder (2013), estudos em
humanos tém demonstrado que a conversao do ALA para EPA e DHA nao é
eficiente e depende da quantidade de ALA e LA na dieta. A eficacia da conversao
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ALA para EPA ¢é de 0,2% e para o DHA é de 0,05% (RATNAYAKE & GALLI, 2009).
A conversao do acido esteariddnico (Stearidonic acid — SA, 18:4 n-3) para EPA é
superior que a do ALA, provavelmente porque a conversdo do SA nao requer a
atividade da enzima A6 dessaturase. A B-oxidagcdo de DHA, apesar de limitada,
pode gerar EPA e DPA num processo chamado retro conversao.

n-6
Acido linoleico
[18:2 (n-6)]

l A6 dessaturase

Acido v-Linolénico
[18:3 (n-6)]

Alongase

Acido dihomo v-Linolénico
[20:3 (n-6)]

l A5 dessaturase

n-3
Acido a —linolénico
[18:3 (n-3)]

A6 dessaturase

Acido octadecatetraenoico
[18:4 (n-3)]

Alongase

Acido eicosatetraendico
[20:4 (n-3)]

l A5 dessaturase

Acido araquidénico Acido eicosapentaendico (EPA)
[20:4 (n-6)] [20:5 (n-3)]
Alongase
Alongase

A6 dessaturase

Acido docosahexaendico (DHA)
[22:6 (n-3)]

Figura 5. Biossintese dos acidos graxos poliinsaturados nas células eucarioticas.
Fonte: Adaptado de Calder, 2012

O ALA é geralmente o acido graxo n-3 mais consumido na maioria das dietas
humanas (CALDER, 2013a), pois o mesmo esta presente em quantidades
moderadas nas folhas verdes, em alguns Oleos vegetais (canola, soja, linhaga),
nozes e sementes. No entanto, o principal AGPI na maioria das dietas ocidentais € o
LA (predominante nos 6leos vegetais), que é normalmente consumido 5 a 20 vezes

em maior quantidade que o ALA.
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Alimentos de origem marinha sao boas fontes de AGPI, EPA e DHA, sendo
encontrados em grandes concentragbes nos Oleos de peixes de aguas frias e
profundas, como a sardinha, cavala, salmdo, atum e também no figado de alguns
peixes magros (CALDER, 213a). O suplemento a base de 6leo de peixe é preparado
a partir da carne de peixes gordos ou a partir de figado de peixes magros. Num
tipico suplemento de o6leo de peixe, EPA e DHA em conjunto, compreendem cerca
de 30% dos AG n-3 presentes, de modo que uma capsula de um grama de 6leo de
peixe ira fornecer cerca de 0,3 g de EPA + DHA. Preparagbes encapsuladas que
contém acidos graxos em quantidades mais elevadas do que encontrado em oleos
de peixe padrdo sao produzidas por processamento de concentragao, separagao e
purificagdo destes acidos graxos ("6leo de peixe concentrado") (CALDER, 2013a).

ApoGs os processos de digestdo e absorgao o destino final dos acidos graxos
poliinsaturados é definido de acordo com a necessidade orgénica: armazenamento
de energia (estoque em adipdcitos); unidades estruturais de membrana ou produgao
de eicosanoides. Apenas uma pequena quantidade encontra-se disponivel na forma
de acidos graxos livres in vivo (ARAB, 2003)

Em individuos saudaveis a incorporagdo do EPA no interior de membranas de
leucdcitos e nos fosfolipidios plasmaticos € geralmente descrita apos 4, 8, ou ainda
12 semanas de intervengao (YAQOOB et al, 2000). De acordo com revisdo de Van
der Meij et al. (2011), em pacientes com céncer, de uma maneira geral a
suplementacgao oral de 1,5 a 3g de EPA (combinado ou ndo com DHA) aumenta a
concentracdo média de EPA nos fosfolipidios plasmaticos de < 2,0% para 2,5 a
6,5% do total de acidos graxos.

Uma das fung¢des mais importantes dos acidos graxos poliinsaturados esta
relacionada a sua conversao enzimatica em eicosanoides (Figura 6). Os
eicosandides sdo produtos da COX e LOX e os acidos graxos de 20 carbonos sao
0S seus precursores. Possuem meia-vida curta, sdo biologicamente ativos e tem
uma grande variedade de fungbes. Eles modulam a resposta imunologica e
inflamatoria e desempenham um papel critico na agregacado plaquetaria,
crescimento e diferenciacéo celular. Os acidos graxos precursores para a formagao
de eicosandides sdo o acido dihomo-y-linolénico (Dihomo-y-linolenic acid — DGLA,
20:3 n-6), o AA (20:4 n-6) e o EPA (20:5 n-3) (LARSSON et al., 2004). A produgéo
de eicosandides inicia-se com a liberagcdo dos acidos graxos AA e EPA dos
fosfolipidios de membrana pela acdo da fosfolipase A; ou fosfolipase C, que sao
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ativadas por estimulos inflamatorios. Posteriormente, os acidos graxos AA e EPA
servem como substratos para as enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2),
lipoxigenases (5-LOX, 12-LOX e 15-LOX) ou monoxigenases do citocromo P450. As
ciclooxigenases d&o origem as prostaglandinas e troboxanos, enquanto as
lipoxigenases produzem leucotrienos, acidos graxos hidroxieicosatetraendico e
hidroperoxieicosatetraendico (HETE e HPETE, respectivamente) e lipoxinas. A
oxidagao de acidos graxos poliinsaturados mediada pelas enzimas monooxigenases
do citocromo P450 gera acidos graxos hidroxi, di-hidroxi e epoxidos (LARSSON et
al., 2004).

A proporgao relativa de acidos graxos poli-insaturados na membrana celular,
assim como o tipo de célula, s&o fatores primarios na regulagao de eicosandides que
serdo gerados (LARSSON et al., 2004). Como o AA é o principal acido graxo poli-
insaturado na membrana celular, a maioria dos eicosandides produzidos serdo os
prostandides da série-2 (prostaglandinas e tromboxanos) e os leucotrienos da série-
4. Embora o AA seja preferencialmente metabolizado pela via das ciclooxigenases,
0s acidos graxos n-3, especialmente o EPA, inibem competitivamente a atividade
das ciclooxigenases (YATES et al. 2014). Assim, a ingestdo aumentada de 6leo de
peixe, rico EPA e DHA, resulta na diminuicdo de AA na membrana plasmatica.
Consequentemente, sua disponibilidade e turnover pela ciclooxigenases estao
diminuidos, resultando na menor formacdo de derivados de AA, aumentando a
formagdo de eicosanoides da série par derivados do EPA. A grande importancia
deste fato se da, ndo pela alteracdo na concentracdo de tais compostos, mas sim
pela diferenga em suas atividades biologicas. A capacidade dos AG n3 em competir
com AG n-6 na producdo de eicosanoides constitui sua propriedade antiinflamatoria
mais estudada (CALDER, 2013b).

Em geral os eicosanoides derivados do AA apresentam efeitos pro-
inflamatorios e tém sido associados a carcinogénese. Por outro lado, os
eicosanoides originados do EPA, como prostaglandina Ez (PGEs3), leucotrieno Bs
(LTBs) e o tromboxano 3 (TXB3), tém potencial inflamatorio e imunossupressor
significativamente menor do que aqueles sintetizados a partir do AA (CALDER,
2015). Por exemplo, o LTBs é 10 a 30 vezes menos potente como um quimiotatico
de neutrdfilo que o LTB4 derivado do AA (YATES et al., 2014).



48

n-6 PUFAs n-3 PUFAs
Dietary LA Dietary a-LNA
ietary N - a
LA a-LNA
l l 15-L0X

1 4—— f%Desalurase—> l
l l Dietary GLA —* GLA 18:4n-3
9-HODE  13-HODE

10————-— Elongasg—————+ l

1-series PGs, TXs +— DGLA 20:4n-3

e 43 DO SAIUPGSG

— | Membrane Phospholipids | Dietary EPA  Dietary DHA
S PLA, | PLA < «
AA 2 2 EPA — DHA
1cox: lmox 1124.ox uoxl luox 12-Loxl 1510X | cox.sl
PGG, 1SHPETE  12-HPETE SHPETE  S-HPEPE 12HPEPE  15-HPEPE PGG,
Pco,c— PGH, — PG, 15-HETE 12HETE  SHETE LTA, LTA; SHEPE 12HEPE 15-HEPE PGl, +— PGH, — PGD,

sz PGE/ >e>m e / \ / \ .Lipoxlins T)iA,,/P(i,.\PGE,

L1C,  LTB, LTB, uc,

rxa, | ™8,
LT, uo,
| |
LTE, LTE,

Figura 6. Conversdo enzimatica dos acidos graxos n-3 e n-6 em eicosandides envolvidos na
inflamacéao e carcinogénese. LA - acido linoléico (18:2 n-6); ALA - acido a-linolénico (18:3 n-3); GLA -
acido a-linolénico (18:3 n-6); DGLA - acido dihomo-y-linolénico (20:03 n-6); AA - acido araquiddnico
(20:4 n-6); EPA - 4acido eicosapentaendico (20:5 n-3); DHA - ACIDO docosahexaendico (22: 6 n-3)
PLA2 - fosfolipase A2; LOX - lipoxigenase; COX - ciclooxigenase; 5, 12, 15-HETE - 5, 12, 15 &cido
(s)-hidroxieicosatetraendico; LT- leucotrienos; HEPE - acido hidroxieicosapentaendico; HPETE - acido
hidroperoxieicosatetraenoico; TX - tromboxano; HPEPE- acido hidroperoxieicosapentaendico; PG -
prostaglandina.

Fonte: Adaptado de Larsson et al., 2004

O EPA e DHA também atuam como substrato para a sintese de outros
mediadores inflamatorios incluindo as resolvinas, protectinas e maresinas (KIM et
al., 2010; CALDER 2013b, 2015). Esses mediadores lipidicos s&o liberados durante
a comunicacdo célula-célula na fase de resolugdo inflamatoria, via biossintese
transcelular e participam do controle enddgeno da inflamagdo. Seus efeitos
biolégicos tém sido examinados em culturas de células e modelos animais, sendo
observado inibicdo da migragcdo endotelial de neutrofilos pelas resolvinas E1, D1 e
protectina D1, impedindo assim a infiltracdo de neutrofilos em sitios de inflamacgao. A
resolvina D1 inibiu a producédo de IL-13 e a protectina D1 inibiu a produg¢ao de TNF-a
e IL1-B (CALDER, 2015).
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Além de seus efeitos antiinflamatérios mediados pela menor produgao de
eicosanoides proé-inflamatérios, os AG n-3 também agem controlando o processo
inflamatorio por modular a expressao de moléculas de adeséao, tais como selectinas
e moléculas de adesdo vascular 1 (VCAM-1), que participam nas interagdes dos
neutréfilos com o endotélio vascular (YATES et al., 2014; CALDER, 2013b, 2015).

Estudos em animais e humanos saudaveis revisados por Kim et al. (2010) e
Calder (2015), demonstraram que a suplementagdo com EPA e DHA inibe a
producdo e reduz os niveis circulantes de citocinas préinflamatérias como TNF-a,
IL1-B e IL-6. Alguns estudos em animais também demonstraram que esses acidos
graxos podem modular positivamente a produgao da citocina antiinflamatoria I1L-10.
Em pacientes com cancer, suplementados com EPA e DHA, estudos clinicos tem
demonstrado reducdo nos niveis séricos de citocinas proinflamatérias e PGE;
(MONTOVANI et al., 2006; FINOCCHIARO et al., 2012; FABER et al., 2013,
SANCHEZ-LARA et al., 2014), enquanto outros estudos, como os realizados por
Persson et al. (2005), Read et al. (2007) e Taylor et al. (2010) ndo observaram
diferenca. Os mecanismos proposto para modulagdo observada nestes estudos
incluem a regulagdo da expressdo de genes que ativam receptores nucleares
ativados por proliferador de peroxissomos (PPAR), os quais funcionam como fatores
de transcricdo génica. Quando ativados os PPARs podem se ligar diretamente a
outros fatores de transcricdo, como o fator de transcrigdo nuclear kB (NF-kB), e inibir
a transcrigdo de genes envolvidos na resposta inflamatodria, incluindo citocinas,
moléculas de adesdo e outros mediadores com importante potencial inflamatério
(CALDER, 2015)

Células Th1 produzem citocinas pré-inflamatérias e os acidos graxos n-3, em
situagdes inflamatdrias, podem orientar este fendtipo para o fendtipo Th2,
considerado anti-inflamatorio (KIM et al., 2010). Estudos in vitro, em animais e
humanos saudaveis tém demonstrado que o EPA e o DHA podem inibir a
proliferacdo de células T e diminuir a producdo de IL-2, uma importante citocina
produzida pelas células Th1 (CALDER, 2013b, 2014). Efeitos funcionais dos Ag n-3
nas células T tém sido associados com mudangas na estrutura da membrana
celular. Uma vez incorporados na membrana, as moléculas altamente insaturadas
dos AG n-3 podem afetar a estrutura caracteristicamente rigida de rafts lipidicos,
inibindo a ativagao de receptores a eles associados (SHAIKH et al., 2012; CALDER,
2014). Os rafts lipidicos sdo microdominios de membrana relacionados ao inicio e
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propagacéo de eventos de sinalizagdo celular. Varios receptores imunolégicos sao
encontrados nos rafts lipidicos e a integridade estrutural desses microdominios &
fundamental para que a sinalizagdo via receptores ocorra (SHAIKH et al., 2012;
CALDER, 2014).

Os mecanismos pelos quais os AG n-3 exercem efeitos anti-inflamatorios sao
interligados e segundo Calder (2013a), estudos em seres humanos tem sugerido
uma dose (via oral) limite variando entre 1,35 a 2,7 g de EPA/dia para se observar
um efeito anti-inflamataorio.

Nos ultimos dez anos, varios estudos de coorte prospectivos (THIEBAUT et
al., 2009; BRASK et al., 2010; MURFF et al., 2011) e caso-controle (WITT et al.,
2009; KIM et al., 2009; CHAJES et al., 2012) foram realizados para examinar a
associacao entre o consumo de peixe ou suplementos de 6leo de peixe e risco de
cancer de mama. Apesar dos resultados serem controversos, esses estudos
sugerem que o aumento da ingestado de acidos graxos n-3, pode estar associado a
redugéo da incidéncia de cancer de mama. A conclusdo de uma metanalise (ZHENG
et al., 2013) envolvendo 21 estudos de coorte prospectivos corrobora estes
resultados.

Estudos experimentais tém consistentemente observado que os AG n-3
podem suprimir a formacado e o desenvolvimento do cancer de mama in vitro e in

vivo (Tabela 3).
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Tabela 3. Estudos experimentais que avaliaram os efeitos dos acidos graxos EPA e DHA no crescimento de células de

cancer de mama

Referéncia

Dose

Efeito

Possivel mecanismo

Rose et al. (1995)

Chambrier et al. (2002)
Senzaki et al. (2003)

Chamras et al. (2006)
Sauer et al. (2006)

Menendez et al. (2006)

Rogers et al. (2010)

Kang et al. (2010)
Blanckaert et al. (2010)

Ravacci et al. (2013)

40- 80 g de EPA por Kg
de dieta

50 uM de EPA

95 g de EPA por kg de
dieta

100 uM de EPA

42 g de EPA por kg de
dieta

120 yM de DHA

100 uM de DHA

3-100 yM de DHA
20 - 100 uM de DHA

100 uM de DHA

Reduziu o crescimento tumoral

Aumentou PPARY? em nivel de RNAm

Reduziu a taxa de proliferagao de
células KPL-1 e metastases

Inibiu o crescimento de células MCF-7

Suprimiu a proliferacao de células
MCF-7 xenograficas em ratos

Diminuiu a viabilidade de células,
aumentou a atividade citotdxica de

taxanes

Diminuiu a proliferacao de células
MDA-MB-231, aumentaram inibidores

de EGFR®

Reduziu viabilidade de células MCF-7

e sintese de DHA

Inibiu proliferagcéo de células MDA-MB-

231

Disrupcéo de rafts lipidicos, induziu
apoptose em células HER-2 +

Reducao de eicosanoides
derivados do AA’

Nao avaliado
Nao Avaliado

Nao Avaliado
Nao Avaliado

Diminuiu a expressao de Her-
2/neu’

Alterou a fosforilacdo e
localizacdo EGFR

Aumentou a peroxidagao
lipidica, ativacdo de caspase 8

Aumentou atividade caspase-3

Diminuiu atividade de Akt®

'AA, acido araquidodnico; PPAR\(2 , receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama; *EGFR, Receptor do fator de crescimento epidérmico, *HER-
2/NEU, receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano, °Akt, proteina quinase B, ® FONTE: Adaptado de Liu et al. 2014.
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No contexto do tratamento do cancer de mama, estudos tem demonstrado
que os acidos graxos EPA e DHA tem a habilidade de aumentar a eficacia dos
tratamentos antineoplasicos (BOUGNOUX et al,, 1999; MENENDEZ et al., 2005;
COLAS et al. 2006; WANG et al., 2007). Em 1999, Bougnoux et al. realizaram um
estudo prospectivo para avaliar a associagéo entre a concentragao de acidos graxos
no tecido mamario e resposta a quimioterapia em 56 pacientes com cancer de
mama. Estes autores observaram que os niveis de acidos graxos n-3 no tecido
mamario foi maior no grupo de pacientes que apresentaram resposta parcial ou
completa a quimioterapia quando comparadas com as pacientes que nao
apresentaram resposta ao tratamento ou apresentaram progressao do tumor. Dentre
os acidos graxos n-3 avaliados, somente o DHA foi significativamente associado a
resposta ao tratamento quimioterapico, demonstrando que este acido graxo pode
potencializar os efeitos citotoxicos dos agentes utilizados durante a quimioterapia.
Usando cultura de linhas de células de cancer de mama, Menendez et al. (2005) e
Wang et al. (2007) demonstraram resultados semelhantes. Estudos em animais
realizados por Colas et al. (2004, 2005 e 2006) observaram resultados semelhantes
tanto em quimioterapia quanto em radioterapia. Porém, estes autores verificaram
que a adicdo concomitante de a-tocoferol aboliu o efeito do DHA.

Bougnoux et al. (2009) investigou a seguranca e a eficacia da suplementagao
oral de DHA em pacientes com cancer de mama metastatico durante a quimioterapia
e concluiu que a suplementacdo de DHA durante o tratamento quimioterapico pode
melhorar o prognostico de pacientes com céncer de mama metastatico. De acordo
com a revisdo de literatura realizada por Bougnoux et al. (2010), os acidos graxos n-
3 podem melhorar a eficacia dos tratamentos oncolégicos e o progndstico de

pacientes com cancer de mama sem adicional toxicidade.
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3 JUSTIFICATIVA

O diagnostico de cancer motiva os sobreviventes a modificar seu estilo de
vida, incluindo exercicios e habitos alimentares saudaveis (DEMARK-WAHNEFRIED
et al., 2005). Estudo realizado por Velentzis et al. (2011) observou que o consumo
de suplementos foi altamente prevalente no pré-diagnostico e aumentou de 58%
para 62% apods o diagnodstico de cancer de mama. Suplementos ricos em EPA e
DHA, como oleo de figado de bacalhau ou dleo de peixe, estavam entre os
suplementos mais consumidos e que apresentaram aumento significativo apos o
diagnostico. O desejo de ser curada, de evitar a progressao da doencga, de “manter
ou melhorar a saude” em preparagao para o tratamento oncologico sdo algumas das
principais razdes para o consumo de suplementos apos o diagndstico de cancer.

Conforme o referencial teérico abordado neste trabalho, apesar de resultados
ainda inconsistentes, pacientes com cancer de mama podem apresentar funcao
imune prejudicada, o que favoreceria a progressao do cancer. Também existe uma
estreita relacdo entre cancer e inflamacéo, onde pacientes com cancer de mama
apresentam elevada expressao de COX-2, altos niveis séricos de PGE, e citocinas
pré-inflamatérias associados a um pior progndéstico. Por outro lado, estudos tem
demonstrado que os acidos graxos EPA e DHA apresentam propriedades
imunomoduladoras e antiinflamatorias, sendo utilizados na prevengao e tratamento
de diferentes patologias, incluindo o céancer. Contudo, os resultados ainda sao
contraditorios, necessitando de novos estudos.

Desta forma, justifica-se investigar se a suplementagdo com acidos graxos
EPA e DHA, em pacientes recém diagnosticadas com cancer de mama, modula a
resposta imunolégica e/ou inflamatdéria, o que seria uma maneira de modular
fisiologicamente as fung¢des do sistema imunitario pela suplementagédo nutricional e

nao medicamentosa em pacientes portadoras de cancer de mama.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar o efeito da suplementagdo com EPA e DHA, nas subpopulagdes de
linfécitos T, nos niveis séricos de citocinas pro-inflamatdrias, proteina C-reativa e

Prostaglandina E; em pacientes recém-diagnosticadas com cancer de mama,

4.2 Objetivos especificos

v Investigar o estado nutricional antes e apds a intervengao dietética;

v" Avaliar se a suplementagdo com acido graxo n-3 modifica as subpopulagdes
de linfocitos T CD4" e T CD8", a razdo CD4'/CD8", os niveis séricos das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL1-B e IL-6, proteina C-reativa e PGE,
nestas pacientes;

v Investigar o efeito da suplementagdo com acido graxo n-3 nos seguintes
parametros bioquimicos: hemograma, colesterol total e fragdes, triglicerideos,
glicemia e albumina sérica;

v Estimar o perfil dos acidos graxos consumidos pelas pacientes portadoras de
cancer de mama antes e durante a suplementacao dietética;

v' Examinar o perfil dos acidos graxos dos fosfolipidios plasmaticos das
pacientes antes e durante a suplementacao dietética como parametro de

adesao e incorporagao lipidica.
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5. METODOS

5.1 Tipo de estudo

Foi realizado um estudo de intervenc¢ao duplo cego, randomizado, controlado
com placebo em pacientes recém-diagnosticadas com cancer de mama, atendidas
nos Servigcos de Mastologia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e do Hospital
de Base do Distrito Federal (HBDF).

5.2 Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Saude
da Universidade de Brasilia (projeto n° 072/09 - Anexo 2) e pelo Comité de Etica da
Secretaria de Saude (projeto n° 383/2011- Anexo 2), conforme Resolugédo n° 196 e
n° 251 do Conselho Nacional de Saude.

Todas as participantes receberam informagdes detalhadas sobre os objetivos
e a metodologia desta pesquisa, para posteriormente assinarem o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 3). Uma copia desse documento
foi entregue a paciente e outra foi adicionada a sua ficha de acompanhamento do
estudo.

Este estudo foi submetido na base Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
(REBEC) , requerimento numero 1538.

5.3 Critérios de inclusao e exclusao

Foram selecionadas para o estudo pacientes que tinham idade entre 18 e 70
anos, que apresentaram imagem mamografica com classificagdo a partir de Bl-
RADS 4C ou com diagndstico confirmado por bidpsia para cancer de mama, virgens
de tratamento e com indicagao cirurgica como intervengéo primaria.

Como critérios de exclusdo foram considerados presenca de metastase ou
recidiva, uso de marca-passo, doengas concomitantes que contraindicassem o uso
do suplemento, doengas hematologicas ou outras alteragbes sanguineas que
repercutissem nos resultados laboratoriais, indicagdo de quimioterapia
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neoadjuvante, impossibilidade de comunicac¢do verbal e, do estudo de composigao
corporal, pacientes impossibilitadas de serem pesadas adequadamente ou que
apresentassem edema importante de extremidades.

5.4 Randomizacgao

A randomizacéo 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 randomizacdo foi feito por terceira pessoa, sem
envolvimento direto com a pesquisa, proveniente do Laboratorio de Bioquimica da
Nutricdo que forneceu o suplemento ja mascarado para a equipe da pesquisa. A
sequéncia da randomizagao foi mantida em segredo desde a sele¢cdo do primeiro
paciente até o encerramento da coleta de dados. As pacientes foram randomizadas
para um dos dois grupos de intervengéo: grupo oleo de peixe (GO) ou placebo (GP).
Para auxiliar no cegamento os frascos de plastico que foram usados para
acondicionamento das capsulas foram tratados, colocando capsulas de 6leo de
peixe e mantendo-as por 24 horas para conferir o odor caracteristico a embalagem.
ApOs este periodo, as capsulas de oleo de peixe eram retiradas e no seu lugar, as
capsulas placebo eram colocadas.

5.5 Intervengao Nutricional

Pacientes do GO receberam diariamente 2 g de concentrado de oleo de peixe
(MaxOmega®), divididas em 2 duas capsulas de 1 g, consumidas junto as grandes
refeicbes. As capsulas foram fornecidas em frascos plasticos contendo 30 capsulas
por vez, identificadas apenas com a sequéncia de numero das pacientes. O
suplemento oferecido possuia 470 mg de EPA, 390 mg de DHA e um total de 1810
mg de acido graxo n-3 por dia, de acordo com a informagéo técnica do produto
fornecida pela empresa fabricante (Equateq Ltda). Por analise laboratorial, realizada
em nosso laboratério, confirmou-se o conteudo destes acidos graxos conforme
descrito pelo fabricante. As capsulas de éleo de peixe também continham 0,32%
(w/w) de vitamina E (a-tocoferol), como antioxidante. As pacientes do GP receberam
2g por dia de 6leo mineral de mesma coloragao que o suplemento, também divididas
em 2 capsulas de 1g e ingeridas no mesmo padrdo de orientacdo. Todas as
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pacientes receberam suplementacdo por 4 semanas durante o periodo anterior ao

tratamento cirurgico.

Figura 7. Frasco de armazenamento das capsulas de 6leo de peixe e 6leo mineral (placebo) de
mesmo aspecto, cor e tamanho.

A adesdo ao tratamento foi promovida pelo contado telefénico com as
pacientes e foi monitorada pela contagem das capsulas devolvidas a cada encontro
quinzenal e analise do perfil dos acidos graxos dos fosfolipidios plasmaticos antes

do inicio e ao final da intervencéo.

5.6 Instrumentos e variaveis coletadas

Apoés a assinatura do TCLE, as pacientes eram agendadas para coleta de
sangue em jejum no laboratorio do HUB. Ao término da coleta estas eram
encaminhadas ao ambulatério do HUB onde respondiam um questionario de
avaliagdo socioeconémica cultural (Anexo 4), eram submetidas a avaliagao
antropométrica e a analise da composi¢cao corporal por meio de bioimpedéancia
elétrica. Apos as avaliagdes era oferecido um lanche para as pacientes.

A coleta de sangue e as avaliacbes foram realizadas antes e apos 4
semanas de suplementagéo.

Histdria clinica das pacientes foi obtida a partir de pesquisa em prontuarios e
de entrevista direta com as pacientes.
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5.6.1 Variaveis antropométricas, composi¢cao corporal e angulo de fase

5.6.1.1 Peso e altura

O peso corporal e a altura foram aferidos em balanca mecanica Filizola®, com
capacidade de 200 kg, precisdo de 100 g e estadibmetro de metal acoplado a
balanca, com 200 cm e precisao de 1 mm, utilizando técnica padronizada (LOHMAN
et al., 1998).

5.6.1.2 indice de massa corporal (IMC)

O IMC foi obtido pela divisdo do peso (Kg) pelo quadrado da altura (m) e o
resultado classificado de acordo com os pontos de corte recomendado pela
Organizagao Mundial de Saude (WHO, 1998).

5.6.1.3 Analise de impedancia bioelétrica e angulo de fase padronizado

A analise de impedancia bioelétrica foi realizada com instrumento BIA
Quantum Il (RJL Systems), com frequéncia de 50 kHz, segundo técnica padronizada
(KYLE et al., 2004). Para realizacdo do exame, foi solicitado: jejum de no minimo
quatro horas, evitar atividade fisica nas ultimas doze horas e evitar consumir bebidas
alcodlicas nas ultimas 48 horas. Antes de iniciar o exame as pacientes esvaziavam
a bexiga e ficavam em repouso por 5 a 10 minutos.

As medidas foram realizadas com a paciente deitada, na posi¢gao supina, com
0s bragos e pernas aduzidas a 45 graus a partir do corpo e sem contato com
qualquer estrutura de metal da maca hospitalar. Imediatamente, antes da colocacgao
dos eletrodos, as areas de contato foram limpas com alcool. Apés este procedimento
foi colocado dois eletrodos distais sobre a superficie dorsal da mado e do pé,
préximos das articulagdes falange-metacarpo e falange-metatarso, respectivamente,
e de dois eletrodos sobre a proeminéncia do pulso e entre o0 maléolo medial e lateral
do tornozelo. O aparelho era ligado e eram registrados os valores de resisténcia (R)
e reactancia (Xc). Esse procedimento repetia-se por trés vezes, sendo utilizada para
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o registro e posterior analise, a média das trés medi¢des. Os valores foram anotados
em formulario especifico, para posterior calculo do angulo de fase (AF).

A partir do resultado de resisténcia (R) e de reactancia (Xc), fornecidos pelo
aparelho de bioimpedancia, foi calculado o percentual de gordura corporal, o
percentual de massa magra utilizando-se o software Body composition 2.1 RJL
Systems ©.

O AF foi obtido a partir da relagdo arco-tangente da reactancia/resisténcia x
180/1r. Para transformar o resultado de radiano para graus (°), multiplicou-se o
resultado obtido por 180/ ou aproximadamente 57,3. Sua padronizagdo foi
realizada segundo Barbosa-Silva et al. (2005), sendo o valor do angulo de fase
padronizado (AFP) calculado por meio da equagao: [(AF observado — AF médio para
sexo e idade) / desvio padréo do AF para sexo e idade], onde um AFP < -1,65 d.p foi
considerado desnutrigao.

5.6.2 Consumo alimentar

Para avaliar o consumo alimentar recente, foram realizados 4 recordatorios de
24 horas (R24 h) baseados no método de multiplas passagens (“Five-steps)
proposto pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da América
(CONWAY et al., 2003) (Anexo 5). Foram realizados dois R24 h no inicio e dois ao
final do periodo de suplementacéio.

Para fins deste estudo foram considerados os valores de consumo de energia
total, carboidratos, proteinas, lipidios totais, colesterol, acidos graxos saturados,
monoinsaturados e poli-insaturados. Foram também estimados os consumos
individuais de alguns acidos graxos poli-insaturados como o a-linoleico (18:2 n-6), o
linolénico (18:3 n-3), o araquidbénico (20:4 n-6) o eicosapentaenoico (20:5 n-3) e
docosaexaenoico (22:6 n-3).

O calculo nutricional foi realizado no programa NUTWIN ® (UNIFESP, 2005).

5.6.3 Variaveis Bioquimicas
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Aproximadamente 25 ml de sangue foram coletados por flebotomia em
vacutainers® identificados com informagdes sobre a participante como nome,
numero e data da coleta. Uma parte do sangue (8 ml) foi coletada sem
anticoagulante e utilizada pelo laboratorio de analises clinicas do HUB para as
seguintes analises: Glicose sérica utilizando o método da Hexoquinase, Hemograma
completo pelo sistema automatizado CELL-DYN 3500 com conferéncia em lamina,
Colesterol Total por meio de método enzimatico segundo Trinder (1969) utilizando kit
Colesterol COD-ANA da Labtest®, Colesterol HDL e Triglicerideos segundo Jung,
Biggs e Moorehead (1975) utilizando os kits colesterol HDL e triglicéerides GPO-ANA
da Labtest®, Albumina sérica dosada segundo metodologia de verde bromocresol
usando o kt Albumina DOLES® e Proteina C-reativa (ultra sensivel) pela técnica de
Nefelometria.

O restante do sangue, contendo anticoagulante (EDTA), foi utilizado para
fenotipagem da populagao de linfocitos, para posterior calculo da razdo CD8:CD4,
dosagem de citocinas, prostaglandina E; e analise de acidos graxos.

5.6.4 Fenotipagem da populacédo de linfocitos

As células mononucleadas do sangue periférico (PBMC) foram separadas por
gradiente de densidade com Histopaque ® - 1077 (Sigma- Aldrich), segundo
protocolo do fabricante.

Inicialmente, o sangue foi centrifugado em temperatura ambiente por 10
minutos a 600 x g para separagao do plasma. Em seguida, foram feitas aliquotas
em microtubos estéreis de 1 ml e 500 pL para posterior analise dos acidos graxos,
citocinas e prostaglandina E,, respectivamente. Estas foram armazenadas em
freezer a -80° C até o momento das analises.

Para a separacédo das células foram utilizados 7,5 ml de Histopaque ® em
temperatura ambiente, para aproximadamente 15 ml de sangue total. Apos
centrifugac&o a 400 x g por 30 minutos em temperatura ambiente, foram formadas 4
fases: soro, células mononucleadas, Histopaque® e hemacias. As células
monucleadas foram aspiradas e ressuspendidas em aproximadamente 10 ml de
PBS (Phosphate buffered saline solutions). Apos centrifugagdo a 250 x g por 10
minutos, em temperatura de 4° C, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 5 mL de PBS para nova lavagem. Ao término da segunda
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lavagem, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10 ml de meio
de cultura (RPMI completo com 10% de soro fetal bovino - SFB). Depois de
homogeneizada a amostra foi incubada por um periodo de 1 a 2 horas em
temperatura de 37°C para aderéncia dos mondcitos no fundo da garrafa de cultura.
ApoOs este periodo, o meio foi centrifugado a 350 x g por 5 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 500 ul de SFB puro e 500
pl de SFB com 20% de Dimetil sulfoxido (Dimethyl sulfoxide-DMSQO) e congelado
rapidamente a -80 °C.

Em analise posterior, foi realizada a marcagéo dos clusters CD4" e CD8".
Apo6s descongelamento, a amostra foi lavada por 3 vezes e na ultima centrifugagéo o
sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em 1 ml de PBS Wash. Em
seguida, as células foram quantificadas em Trypan Blue (diluigdo 10X) e o volume
ajustado para se ter 5x10° células por poco da placa utilizada para marcacéo (em
duplicata) dos clusters CD4", CD8" e controle sem marcagdo. Apos o plaqueamento
das células a placa foi centrifugada a 350 x g por 5 minutos a temperatura de 25°C.
Em seguida, as células foram marcadas utilizando os marcadores de superficie PE
mouse anti-human CD4 e CD8 (BD Biosciences, USA) na concentracdes de 1:100 (1
pl de marcador para 99 pl de PBS Azida). A placa foi incubada protegida da luz, em
geladeira, por 30 minutos. Ao término do periodo de incubagéo a placa foi lavada, o
sobrenadante descartado e adicionado aos pogos 500 ul de PBS Wash e a solugao
transferida para os tubos de citdmetro para posterior leitura.

O citdmetro de fluxo utilizado para leitura foi o FACSCalibur (BD Biosciences,
San José, CA, USA). Foram adquiridos 20.000 eventos de cada amostra e as
informagdes foram analisadas utilizando o software “FlowJo”, versdo 10.0 (Treestar
Inc-USA).

5.6.5 Dosagem de citocinas

A quantificacdo das citocinas presentes no plasma das pacientes foi realizada
pelo método de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA), utilizando os
kits comerciais de IL-6, IL-1 beta e TNF alfa (eBIOSCIENCE, San Diego, USA)
conforme as instrugbes do fabricante. Resumidamente as etapas foram as

seguintes:
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Inicialmente, as placas de captura com 96 pogos foram sensibilizadas com
anticorpos especificos para cada citocina (100 pl/pogo) na concentracdo indicada
pelo fabricante. Esta etapa de sensibilizagc&o foi realizada “overnight” a 4°C. Apéds a
incubacéo, as placas foram lavadas 5 vezes com tampao de lavagem (1 x PBS +
0,05% de Tween-20), deixando a solugdo por 1 minuto durante cada etapa de
lavagem. Os pog¢os foram bloqueados com 200 pul/pogo de diluente de ensaio e as
placas foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente. As placas foram
novamente lavadas por 5 vezes e entdo, incubadas “overnight” a 4°C com 100
MI/poco das amostras e 100 pl/poco dos padrdes correspondentes a cada citocina.
Novo ciclo de lavagem foi processado, seguindo-se a adi¢do de 100 pl/pogo do
anticorpo de deteccdo conjugado com biotina, diluido segundo orientagcdo do
fabricante. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 1 hora. Seguindo
novas lavagens, as placas foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente
com 100 ul/pogo de conjugado formado por estreptavidina marcada com peroxidase.
Ap0s sete lavagens foi adicionado 100 pl/pogo do substrato tetrametilbenzina (TMB)
e as placa incubadas por mais 15 minutos em temperatura ambiente. Para bloquear
a reacao foi utilizado 50 pl/pogo de 2NH>SO4. Apos parar a reacdo, as placas foram
lidas a 450nm de absorbéancias no leitor Spectramax M3 (Dispositivos Moleculares,
San Jose, CA). As concentragbes das citocinas séricas foram determinadas em
pg/ml, utilizando as curvas-padrdes previamente estabelecidas com quantidades
conhecidas das citocinas: IL-6 (2 pg/ml — 200 pg/ml); IL-1 beta (4pg/ml — 500 pg/ml)
e TNF alfa (4 pg/ml — 500 pg/ml).

5.6.6 Dosagem de Prostaglandina E2 e Metabdlitos

In vivo a PGE; é rapidamente convertida no seu metabdlito 13,14-di-hidro-15-
ceto (Figura 8) com mais de 90% da PGE; circulante eliminada por uma unica
passagem através dos pulmbes (GILES & LEFF, 1988). Este metabolito ndo é
quimicamente estavel e € degradado em prostaglandina Az, por isso, o sangue, a
urina ou outras amostras de animais ou seres humanos, muitas vezes contém muito
pouco PGE; intacta, e a mensuracdo dos metabdlitos € necessario para fornecer
uma estimativa confiavel da producdo real de PGE,. Assim, neste estudo a
quantificacdo de prostaglandina E, e metabdlitos foi realizada através do método
ELISA por competi¢cdo utilizando o kit comercial Prostaglandin E Metabolite EIA Kit
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(Cayman Chemical Company, USA) que converte o 13,14 —di-hidro-15-ceto PGE; e
13,14-di-hidro-15-ceto PGA, em um unico derivado estavel que pode ser facilmente
quantificado.
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Figura 8. Metabolismo da Prostaglandina E;

Este ensaio baseia-se na competicdo entre o metabdlito da prostaglandina E
livre na amostra (MPGE) e um metabdlito da prostaglandina E conjugado a
acetilcolinesterase (marcador). O marcador liga-se ao anticorpo anti-lgG da placa
pré-sensiabilizada e apds a adigdo do reagente de Ellman (composto por acetilcolina
e acido 5,5'-ditio-bis) a acetilcolina € degradada pela acetilcolinesterase produzindo
tiocolina. A reagdo ndo enzimatica da tiocolina com o acido 5,5-ditio-bis forma o
acido 5-tio-2-nitrobenzoico (Figura 9) que apresenta uma cor amarela distinta e tem
uma forte absorbancia a 412 nm. A intensidade desta cor, determinada
espectotometricamente é proporcional a quantidade de marcador e é inversamente
proporcional a concentracdo de MPGE livre na amostra. Assim, quanto maior a
absorbancia menor a quantidade de prostaglandina presente na amostra.
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Figura 9. Reagdo catalizada pela acetilcolinesterase

Antes da realizacdo do experimento as amostras foram purificadas pelo
meétodo de precipitacdo por acetona e posterior acidificagcao e extracdo com acetato
de etila. Apds a purificagdo as amostras foram derivatizadas durante a noite para
assegurar que todos os metabdlitos da PGE2 fossem derivados completamente.

O desenho da placa foi composto por dois pogos brancos, dois de ligagdo nao
especifica, dois de ligagdo maxima, dois de atividade total e uma curva padrao de
oito pontos duplicados. Apds a colocagdo das amostras e reagentes nos pogos a
placa foi selada e incubada durante 18 horas a temperatura ambiente. Ao término do
periodo de incubacédo e lavagem da placa foi adicionado marcador aos pogcos de
atividade total e reagente de Ellman aos demais pogos. A placa foi novamente
selada e incubada na auséncia da luz em agitador por 90 minutos. A leitura da placa
foi realizada no leitor Spectramax 190 em um comprimento de onda de 412 nm. A

quantificacao foi feita através de curvas-padrdo, sendo o resultado convertido a
pg/ml.
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5.6.7 Analise de acidos graxos do fosfolipidio do sangue

A extragdo dos acidos graxos no plasma sanguineo foi realizada de acordo
com Folch, Less, Stanley (1957). A extrac&o dos lipidios totais séricos, a partir de 1
ml da amostra, foi feita com 5 ml de solugao cloroférmio-metanol 2:1 e a partir do
total de lipidios extraidos, a fragao fosfolipidica foi separada por cromatografia de
camada delgada (CCD), com sistema de solventes: hexano: éter dietilico: acido
acético (80:20:2 v/v/v) de acordo com a metodologia de Christie (2003).

As bandas de fosfolipidios foram identificadas sob luz ultravioleta de acordo
com o Rf (retention front) proposto por Henderson e Tocher (1992) para este sistema
de solventes e os acidos graxos dos fosfolipidios foram esterificados por metilagao
acida segundo Christie (1987).

ApOs a esterificagdo, a amostra foi analisada por cromatografia gasosa, sendo
utilizado o volume de injecdo de 1 pl da amostra de metil-ésteres de acidos graxos
em cromatografo a gas (Shimadzu modelo 17A). A separagado foi feita utilizando
coluna capilar flexivel de silica de alta resolugdo, com dimensdo de 100 m
comprimento x 0,25mm de diédmetro interno (Supelco SP2560, Bellefonte, PA, EUA).
A coluna de 100 metros foi utilizada por ser recomendada para a separagado de
isdmeros trans (RATNAYAKE, 2004). O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio e os
gases responsaveis pela manuten¢cado da chama foi o oxigénio e o nitrogénio.

O detector do cromatégrafo € por ionizagdo 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/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 comparagdo com o tempo de retencdo de padrbes de acidos
graxos (Sigma®), utilizados como padrées externos. Os resultados foram expressos
em percentual de area de detecgdo do acido graxo em relagdo a area total dos
acidos graxos identificados nos cromatogramas.
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das analises descritivas foram apresentados como percentuais,
meédias e desvio padrdo. Os resultados basais foram analisados utilizando os testes
Qui-quadro para as variaveis categoricas e Mann Whitney para as varaveis
continuas. Para verificar diferengas intra grupo, de acordo com a normalidade, foram
utilizados os testes t-student pareado ou o teste de Wilcoxon. As diferengas entre
grupos foram verificadas utilizando os testes t-student ndo pareado, Mann Whitney e
Anova ndo paramétrica de dois fatores com medidas repetidas com grupo (6leo de
peixe e placebo) como fator entre-individuos e tempo como fator intra-individuos
(BRUNNER et al., 2000; ROSA, 2001). Todos os testes foram bicaudais e o nivel de
significancia foi valores de p< 0,05. As analises foram realizadas usando o programa
Microsoft Office Excell ® 2011, o pacote estatistico SPSS para Mac versédo 21.0 e o

software Graphpad e Prism verséo 5.0.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Artigo

Efeito da suplementagdao com 6leo de peixe nas subpopulagdes de linfécitos T CD4+
e T CD8+, razdo CD4+/CD8+, citocinas pro-inflamatodrias e prostaglandina E> em
pacientes portadoras de cancer de mama: estudo piloto randomizado duplo cego.

RESUMO

Objetivo: Este estudo teve como objetivo Investigar o efeito da suplementagdo com
oleo de peixe, em pacientes recém diagnosticadas com cancer de mama, nas
subpopulagdes de linfocitos, citocinas pro-inflamatérias, proteina C-reativa e
Prostaglandina E,. Metodologia: Estudo de intervengdo, randomizado, placebo
controlado, duplo-cego, conduzido em pacientes com diagndstico de céncer de
mama, distribuidas em dois grupos (grupo o6leo de peixe — GO e grupo placebo —
GP). As pacientes do GO receberam diariamente 2 g de concentrado de oOleo de
peixe contendo 1,8 g de acidos graxos n-3. O grupo placebo recebeu 2 capsulas de
1 g de 6leo mineral com igual aparéncia do dleo de peixe. Todas as pacientes foram
suplementadas por 4 semanas durante o periodo anterior ao tratamento cirurgico.
Antes e ao final da suplementagdo, foram coletados dados de antropometria,
composi¢ao corporal, consumo dietético e amostras sanguineas para fenotipagem
de linfocitos, exames laboratoriais (glicemia de jejum, albumina sérica, perfil lipidico),
analise do perfil de acidos graxos séricos e marcadores inflamatérios (IL-183, IL-6,
TNF-a, proteina C-reativa e prostaglandina E;). A analise estatistica foi realizada
utilizando testes paramétricos e ndo paramétricos para comparar os resultados dos
dois grupos. Resultados: O GO foi constituido de 18 pacientes e o GP 19. No inicio
do estudo ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos quanto
aos parametros socioeconémicos, antropomeétricos e clinicopatologicos. A maioria
das pacientes apresentou carcinoma ductal infiltrante e 55,6% e 57,9% do GO e GP,
respectivamente, apresentaram tumor HER2 negativo. Apds a intervengéo, no GO
houve aumento significativo da quantidade de EPA (p=0,004), DHA (p=0,007) e total
de acidos graxos n3 (p=0,004) no fosfolipidio plasmatico. Observou-se reducéo da
razdo n6/n3 (p=0,002). No GO observou-se manutencado tanto da percentagem de
linfocitos T CD4" no sangue periférico como dos niveis séricos da proteina C-reativa,
enquanto no GP houve redugdo da percentagem de linfocitos T CD4" no sangue
periférico e aumento da proteina C-reativa. Ndo houve mudancgas significativas nos
niveis séricos das citocinas pro-inflamatoérias e da prostaglandina E>. Conclusao: A
suplementacao de 1,8g de acidos graxos n-3 em pacientes recém-diagnosticadas
com cancer de mama, durante 4 semanas, promoveu mudanga significativa na
composi¢cado dos acidos graxos plasmaticos, manteve a percentagem das células T
CD4" e os niveis séricos de PCR, sugestivo da sua agdo benéfica no sistema
imunologico.

Palavras-chave: cancer de mama, acidos graxos n-3, 6leo de peixe, imunonutri¢ao,
citocinas, acido eicosapentaendico (EPA).
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ABSTRACT

Backgroud: This study aimed to investigate in patients with newly diagnosed breast
cancer the effects of fish oil supplementation in lymphocytes subpopulation,
proinflammatory cytokines, C-reactive protein (CRP) and prostaglandin E.
Methodology: A randomized, placebo controlled, double-blind clinical trial was
conducted in patients diagnosed with breast cancer, divided into two groups (fish oil
group - GO and placebo group - GP). The GO patients received 2 g/ day of fish olil
concentrate containing 1.8g of n-3 fatty acids. The placebo group received two
capsules/ day of 1 g of mineral oil with similar appearance to fish oil. All patients were
supplemented for four weeks during the period prior to surgical treatment. Before and
at the end of supplementation, we collected anthropometric, body composition and
dietary intake data and blood samples for lymphocyte phenotyping, laboratory tests
(fasting glucose, serum albumin, lipid profile), serum fatty acids analysis and
inflammatory markers (IL-183, IL-6, TNF-a, CRP and prostaglandin E2). Statistical
analysis was performed using parametric and non-parametric tests to compare the
results of both groups. Results: GO consisted of 18 patients and the GP 19. At
baseline no significant differences were observed between the groups in terms of
socioeconomic, anthropometric and clinicopathological parameters. Most of the
patients had infiltrating ductal carcinoma and 55.6% and 57.9% of GO and GP,
respectively, had negative HER2 tumor. After the intervention there was a significant
increase in the amount of EPA (p = 0.004), DHA (p = 0.007) and the total of n3 fatty
acids (p = 0.004) in plasma phospholipid of the GO patients. There was a reduction
in the n6/ n3 ratio (p = 0.002). In GP patients there was a reduction in the percentage
of peripheral blood CD4+ T lymphocytes counts and increased plasma C-reactive
protein concentration. In GO patients The proportion of peripheral blood CD4 + T
lymphocytes and serum of CRP levels were maintained. There were no significant
changes in serum levels of proinflammatory cytokines and prostaglandin Eo.
Conclusion: Supplementation of treatment naive breast cancer patients with 1.8 g/
day of n-3 fatty acids for 4 weeks caused a significant change in the composition of
plasma fatty acids, kept the frequency of CD4+ T cells and serum CRP, suggestive of
a beneficial effect of the supplement on patient’'s immune system.

Keywords: breast cancer, n-3 fatty acids, fish oil, immunonutrition, cytokines,
eicosapentaenoic acid (EPA).
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Introducgao

O céncer de mama € apontado como a neoplasia mais comum entre as
mulheres em todo o mundo, atingindo 23% de todos os canceres femininos (WCREF,
2007). Estima-se que a incidéncia mundial de cancer de mama feminino ira atingir
cerca de 3,2 milhdes de novos casos por ano até 2050 (HORTOBAGY! et al 2005).
Esses numeros refletem a magnitude da incidéncia do céancer de mama e a
necessidade urgente de medidas preventivas e terapéuticas.

A resposta imune (RI), principalmente a resposta mediada por células,
desempenha importante papel na imunoedigdo tumoral (DUNN et al. 2004; BUI et
al., 2007). Células T CD4" e T CD8" s&o os principais tipos de linfécitos envolvidos
na RI mediada por células. E estabelecido que uma efetiva resposta imune anti-
tumor requer o envolvimento de ambos os tipos de linfocitos, visto que as células T
CD4" sao criticas para geragdo de células T citotoxicas tumor-especificas assim
como para a expanséo de células T de memoria (DUNN et al. 2004; SCHREIBER, et
al., 2011).

Tem sido demonstrado que pacientes com cancer de mama apresentam
funcdo imune mediada por células alterada quando comparadas com controles
saudaveis (McCLUSKEY et al., 1983). Em pacientes recém-dianosticadas,
observaram-se menores frequéncias de células T CD4" e T CD8" (McCLUSKEY et
al., 1983; WANG et al., 2012) no sangue periférico dessas pacientes. Por outro lado,
ha estudos que observaram resultados contrarios aos citados anteriormente
(MURTA et al., 2000; CAMPBELL et al., 2005) ou ainda aqueles que nao
evidenciaram diferenga entre pacientes e controles (WHITFORD et al., 1992). Com
relagdo a razdo CD4'/CD8" tem sido demonstrado uma variagdo conforme o
estadiamento clinico, sendo normal nos estadimentos iniciais e reduzida na fase
avancada da doenca (McCLUSKEY et al., 1983; SEVCIKOVA et al., 1992). Também
tem sido observada redugéo na produgéao de citocinas Th1 e Th2 (CAMPBELL et al.,
2005).

Pacientes portadoras de cancer de mama, ainda nos estagios iniciais,
apresentam niveis séricos aumentados das citocinas pro-inflamatoérias TNF-a, I1L1-3,
IL-6 (LYON et al., 2008; GOLDBERG et al., 2010) e de PGE2 (FAWZY et al., 2013)
quando comparados com controles saudaveis. Niveis séricos aumentados dessas

citocinas, assim como de PGE2, favorecem a sobrevivéncia do tumor por varios
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mecanismos incluindo inibigdo de apoptose, indugdo da proliferacdo celular,
aumento da motilidade e migragdo de células, estimulo da angiogénese e
modulacdo das fungdes de diferentes populagbes de células do Sl (ESQUIVEL-
VALAZQUEZ et al., 2015). Estudos clinicos tem demonstrado redug&o nos niveis
séricos de citocinas pro-inflamatérias e PGE, em pacientes com cancer
suplementados com acidos eicosapentaenodico (EPA) e docosahexaenodico (DHA)
(MONTOVANI et al., 2006; FINOCCHIARO et al., 2012; FABER et al., 2013,
SANCHEZ-LARA et al., 2014), enquanto outros estudos, como os realizados por
Persson et al. (2005), Read et al. (2007) e Taylor et al. (2010) ndo observaram
diferenca.

Estudos experimentais tém observado que os acidos graxos n-3 podem
suprimir a formagéo e o desenvolvimento do cancer de mama (Menendez et al.,
2005; COLAS et al.,, 2005; Wang et al., 2007). Em células de cancer de mama
Menendez et al. (2005) e Wang et al. (2007) demonstraram que o DHA aumenta a
sensibilidade dessas células para uma variedade de quimioterapicos. Em animais,
resultados semelhantes foram observados tanto em quimioterapia quanto em
radioterapia (COLAS et al., 2005, 2006). Bougnoux et al. (2009) investigou a
seguranca e a eficacia da suplementagéo oral de DHA em pacientes com céncer de
mama metastatico durante a quimioterapia e concluiu que a suplementacido de DHA
durante o tratamento quimioterapico pode melhorar o progndstico de pacientes com
cancer de mama metastatico.

Na literatura encontramos apenas um estudo que avaliou os efeitos da
suplementacgéo oral com 6leo de peixe nas proporgdes de células T CD4" e T CD8”
de pacientes com cancer (GOGOS et al., 1998). Sob nosso conhecimento, ndo ha
estudos randomizados duplo cego que tenham avaliado os efeitos da
suplementacdo com Oleo de peixe na resposta imune de pacientes recém
diagnosticadas com cancer de mama, o que possibilita uma avaliagdo imunologica
mais efetiva, sem os confundidores associados as terapias antineoplasicas. Assim, o
objetivo deste estudo foi investigar em pacientes recém diagnosticadas com cancer
de mama os efeitos da suplementagdo com dleo de peixe, rico em acidos graxos
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaendico (DHA), nas subpopulagdes de
linfocitos T CD4" e CD8", na razdo CD4"/CD8", nos niveis séricos de TNF-a , IL-6,
IL1-B, proteina C-reativa e Prostaglandina E.
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Materiais e métodos

Tipo de estudo e populagéo

Foi conduzido um estudo randomizado, controlado, duplo cego, entre o
periodo de fevereiro de 2012 e marco de 2013, onde portadoras de cancer de mama
atendidas nos Servicos de Mastologia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e
do Hospital de Base do Distrito Federal (HBDF) foram convidadas a participar do
estudo. Pacientes tinham idade entre 18 e 70 anos, apresentavam imagem
mamografica com classificagdo a partir do Breast Imaging-Reporting and Data
System (BI-RADS) 4C ou diagnostico positivo para cancer de mama, virgens de
tratamento e com indicacg&o cirurgica como intervengao primaria. Foram excluidas do
estudo pacientes com doenga metastatica ou recidiva, doengas concomitantes que
contraindicasse o uso do suplemento, doengas hematoldgicas ou outras alteragbes
sanguineas que repercutissem nos parametros laboratoriais estudados, com
indicagdo de quimioterapia neoadjuvante, portadoras de marcapasso e, do estudo
de composicdao corporal, aquelas impossibiltadas de serem pesadas

adequadamente ou que apresentassem edema de extremidade importante.

Desenho do estudo

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Saude da Universidade de Brasilia (projeto n° 072/09) e Comité de
Etica em Pesquisa da Secretaria de Saude do Distrito Federal (projeto n° 383/2011)
conforme Resolugdo n° 196 e n° 251 do Conselho Nacional de Saude. O Termo de
Consentimento Livre e esclarecido foi obtido de todas as pacientes antes de iniciar
os procedimentos do estudo. As pacientes foram randomizadas para dois grupos de
intervencdo: grupo oOleo de peixe (GO) ou placebo (GP). A randomizagdo foi
realizada previamente por sorteio manual em grupos de dez e distribuidas de acordo
com 0s numeros sequenciais de identificagdo das pacientes. Todo o processo de
randomizacéo foi feito por um técnico de laboratorio, sem envolvimento direto com a
pesquisa. A sequéncia da randomizagédo foi mantida em segredo para as pacientes e
equipe do projeto desde a sele¢cdo do primeiro paciente ao encerramento da coleta
de dados
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Antes e ao final da suplementagdo foi realizada coleta de sangue para as
analises laboratoriais, avaliacdo antropométrica e analise da composicdo corporal
por meio de bioimpedancia elétrica. Para analise do consumo dietético foram
realizados por telefone quatro recordatérios de 24 horas, sendo dois no inicio e dois
ao final da suplementacéo.

Intervencg&o nutricional

Pacientes do GO receberam diariamente 2 g de concentrado de oOleo de
peixe (MaxOmega®), divididas em 2 duas capsulas de 1g, consumidas junto as
grandes refeicdes. As capsulas foram fornecidas em frascos plasticos contendo 30
capsulas por vez, identificadas apenas com a sequéncia de numero das pacientes.
O suplemento oferecido possuia 470 mg de EPA, 390 mg de DHA e um total de
1810 mg de acido graxo n-3 por dia, de acordo com a informacdo técnica do
produto fornecida pela empresa fabricante. A analise laboratorial em nosso
laboratoério confirmou o conteudo destes acidos graxos (dados n&o apresentados).
As capsulas de dleo de peixe também continham 0,32% (w/w) de vitamina E (o-
tocoferol) como antioxidante. Pacientes do GP receberam 2 g por dia de o6leo
mineral de mesma coloragcdo do suplemento, também divididas em 2 capsulas de 1
g e ingeridas nos mesmo critérios. Ao invés de mascarar o odor caracteristico do
Oleo de peixe, neste estudo os frascos plasticos para as capsulas de 6leo mineral
foram previamente tratados com capsulas de 6leo de peixe. Este procedimento
acrescentou um aroma de 6leo de peixe nos frascos de 6leo mineral. Todas as
pacientes receberam suplementacdo por 4 semanas durante o periodo anterior ao
tratamento cirurgico.

A adesao ao tratamento foi promovida pelo contado telefénico regular com as
pacientes e foi monitorada pela contagem das capsulas devolvidas a cada encontro
quinzenal e analise do perfil dos acidos graxos dos fosfolipidios plasmaticos antes

do inicio e ao final da intervencgéo.

Estado nutricional e consumo dietético

Para a avaliagao atropomeétrica o peso e altura foram aferidos em balanca
Toledo digital, com capacidade de 200 Kg, precisdo de 100 gramas e estadidmetro
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de metal acoplado a balanga, com 200 cm e precisao de 1 mm, utilizando técnica
padronizada (LOHMAN et al., 1998). O indicador de estado nutricional indice de
massa corporal (IMC) foi obtido pela divisdo do peso (Kg) pelo quadrado da altura
(m) e o resultado classificado de acordo com os pontos de corte recomendado pela
Organizagao Mundial de Saude (WHO, 1998).

A analise de impedancia bioelétrica foi realizada com instrumento BIA
Quantum Il (RJL Systems), com frequéncia de 50 Khz, segundo técnica padronizada
(KYLE et al., 2004). O angulo de fase (AF) foi obtido a partir da relagdo arco-
tangente da reactancia/resisténcia x 180/11. Para transformar o resultado de radiano
para graus (°), multiplicou-se o resultado obtido por 180/ ou aproximadamente
57,3. A padronizagao do AF foi realizada segundo Barbosa-Silva et al. (2005).

O consumo alimentar foi avaliado por meio de recordatério de 24 horas
utilizando o meétodo de multiplas passagens proposto pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos da Ameérica (USDA) (CONWAY et al., 2003).

Coleta e preparo do sangue

Amostras de sangue, em jejum de aproximadamente 12 horas, foram
coletadas por flebotomia em vacutainers® por profissionais capacitados. Dos 25 ml
de sangue coletados, 8 ml foram utilizados pelo laboratério de analises clinicas do
HUB para as seguintes analises: glicose sérica (método da Hexoquinase),
hemograma completo (sistema automatizado CELL-DYN 3500 com conferéncia em
ldmina), colesterol total (Kit Colesterol COD-ANA da Labtest ®), colesterol HDL (Kit
Colesterol HDL da Labtest®), triglicerideos (Kit Triglicerideos GPO-ANA da
Labtest®), albumina sérica (Kit Albumina da DOLES®) e proteina C-reativa
ultrassensivel (técnica de nefelometria). O restante do sangue, coletado em tubos
com EDTA, foi utilizado para fenotipagem da populagédo de linfécitos, dosagem de
citocinas, prostaglandina E; e analise de acidos graxos.

Para separagdo do plasma, o sangue foi centrifugado a 600 x g por 10
minutos a temperatura aproximada de 4° C, e aliquotas de 1 ml e 500 pl de plasma

foram armazenadas a -80° C até o momento das analises

Fenotipagem de linfocitos
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As células mononucleadas do sangue periférico (PBMC) foram separadas por
gradiente de densidade com Histopaque ® - 1077 (Sigma- Aldrich), segundo
protocolo do fabricante.

Linfécitos foram suspensos em solugdo salina tamponada com fosfato a uma
concentracdo de 5x10° células/pogos. Para a determinagdo da percentagem de
linfécitos CD4" e CD8™ foram utilizados os marcadores de superficie PE mouse anti-
human CD4 e CD8 (BD Biosciences, USA).

As analises foram realizadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur equipado
com CellQuest (BD Biosciences, USA). Foram adquiridos 20.000 eventos de cada
amostra e os resultados foram analisadas utilizando o software Flowjo, versao 10.0
(Treestar Inc-USA).

Citocinas proinflamatorios

A quantificacdo das citocinas presentes no plasma das pacientes foi realizada
pelo método de ELISA (Enzime Linked Immuno Sorbent Assay), utilizando os kits
comerciais de IL-6, IL-1 beta e TNF alfa (eBIOSCIENCE, San Diego, USA). Os
protocolos utilizados seguiram as instrugbes do fabricante. As concentragdes das
citocinas séricas foram determinadas em pg/ml, utilizando as curvas-padrbes
previamente estabelecidas com quantidades conhecidas das citocinas: IL-6 (2 pg/ml
— 200 pg/ml); IL-1 beta (4pg/ml — 500 pg/ml) e TNF alfa (4 pg/ml — 500 pg/ml).

Prostagladina E» e matabdlitos

A quantificagdo de prostaglandina E; e metabdlitos foi realizada através do
meétodo ELISA por competicdo utilizando o kit comercial Prostaglandin E Metabolite
EIA Kit (Cayman Chemical Company, USA) e os procedimentos foram realizados de
acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante.

Perfil dos Acidos graxos plasmaticos
A extracdo de lipidios totais séricos foi realizada de acordo com Folch, Less,

Stanley (1957). Os fosfolipidios foram separados por cromatografia em camada
delgada (CCD), com sistema de solventes: hexano: éter dietilico: acido acético
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(80:20:2 v/viv) de acordo com a metodologia de Christie (2003). Os acidos graxos
dos fosfolipidios foram esterificados por metilagdo acida segundo Christie (1987) e
analisados por cromatografia a gas (modelo GC 17 A — Shimadzu), sendo a
separacao feita em coluna capilar flexivel de silica com dimensdo de 100 mm
comprimento x 0,25 mm de diametro interno (Supelco SP2560, Bellefonte, PA,
EUA). Os acidos graxos foram identificados pelo tempo de retencdo de padrdes
externos de acidos graxos (Sigma®). Os resultados foram expressos em percentual
de area de deteccdo do acido graxo em relagdo a area total dos acidos graxos

identificados nos cromatogramas.
Anélise estatistica

Os resultados das analises descritivas foram apresentados como percentuais,
meédias e desvio padréo. Os resultados basais foram analisados utilizando os testes
Qui-quadro para as variaveis categoricas e Mann Whitney para as varaveis
continuas. Para verificar diferengas intra grupo, de acordo com a normalidade, foram
utilizados os testes t-student pareado ou o teste de Wilcoxon. As diferengas entre
grupos foram verificadas utilizando os testes t-student ndo pareado, Mann Whitney e
Anova ndo paramétrica de dois fatores com medidas repetidas com grupo (6leo de
peixe e placebo) como fator entre-individuos e tempo como fator intra-individuos
(BRUNNER et al., 2000; ROSA, 2001). Todos os testes foram bicaudais e o nivel de
significancia foi valores de p < 0,05. As analises foram realizadas usando o
programa Microsoft Office Excell ® 2011, o pacote estatistico SPSS para Mac

versao 21.0 e o software Graphpad e Prism verséo 5.0.
Resultados
Populagéo do estudo

Cento e oito pacientes foram convidadas a participar do estudo (Figura 1).
Destas, 81 (75%) aceitaram o convite. Vinte e nove pacientes n&o foram incluidas
devido ao ndo comparecimento para coleta de dados (n=4), apresentar um intervalo
menor que 30 dias entre o diagnostico e o procedimento cirurgico (n=16),
desisténcia de participar do estudo (n=4), perda de contato apds a assinatura do
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TCLE (n=2) e por mudanga no tratamento clinico (n=3). Assim, 52 pacientes foram
randomizadas. Apos o inicio da suplementagao 8 pacientes descontinuaram (2 por
intolerancia ao suplemento e 6 por mudanga no tratamento clinico) e 7 apresentaram
resultado de bidpsia negativo para cancer de mama. Desta forma, 37 pacientes
completaram o estudo, onde 18 receberam suplementagcdo com oleo peixe e 19
placebo.

Pacientes convidadas

(n=108)
Recusaram (n=27)
Nio teve interesse ( n= 20)
Dificuldade para ir as avaliagdes ( n=6)
Residéncia em outro estado (n=1)
Assinaram o TCLE
(n=81)
Excluidas (n=29)
Nio compareceram 2 coleta (n=4)
Intervalo entre diagndstico e inicio do
tratamento < 30dias (n=16) |
Desistiram de participar do estudo (n=4)
Perda de contato apés o convite (n=2)
Mudanga de tratamento clinico (n=3)
Randomizadas
(n=52)
Oleo de Peixe Placebo
(n=26) (n=26)

Excluidas (n=8) Excluidas (n=7)
Intolerdncia ao suplemento Intolerdncia ao suplemento
(n=1) — (@=1)

Mudanga de tratamento clinico Mudanga de tratamento clinico
(n=4) (n=2)
Biépsia negativa (n=3) Biépsia negativa (n=4)
Total 6leo de Total Placebo
peixe (n=19)
(n=18)

Figura 1. Fluxograma da selegcédo e randomizagao das pacientes
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Caracteristicas iniciais

As caracteristicas sécio-demograficas e clinicopatolégicas das pacientes no
inicio do estudo podem ser observadas na tabela 1. N&o houve diferenca
significativa entre os grupos GO e GP com relag&o a essas variaveis.

Tabela 1. Caracteristicas socio-demograficas e clinicopatolégicas das pacientes com
randomizadas de acordo com o grupo de estudo

Grupos
Oleo de Peixe Placebo 1
(n = 18) (n = 19) P
Idade (anos)* 48 + 9 5317 0,107
Menopausa % (n)
Nao 50,0 (9) 26,3 (5) 0,138
Sim 50,0 (9) 73,7 (14)
Tipo Histopalégico % (n)
CDIS? 22,2 (4) 53 (1) 0,444
CDP 50,0 (9) 73,7 (14)
CDI + CDIS 5,6 (1) 5,3 (1)
Sem informacgéao 22,2 (4) 15,8 (3)
Classificagdo TNM * % (n)
0-1 66,7 (12) 47,4 (9) 0,531
- 1v 27,8 (5) 42,1 (8)
s/ informacéo 5,6 (1) 10,5 (2)
RE® % (n)
RE+ 77,8 (14) 68,4 (13) 1,000
RE- 11,1 (2) 15,8 (3)
Sem informacéo 11,1 (2) 15,8 (3)
RP® % (n)
RP+ 66,7 (12) 52,6 (10)
RP- 22,2 (4) 31,6 (6) 0,720
Sem informacéo 11,1 (2) 15,8 (3)
HER2' % (n)
HER2+ 33,3 (6) 26,3 (5) 1,000
HER2- 55,6 (10) 57,9 (11)
s/ informacéo 11,1 (2) 15,8 (3)

" Média + desvio padréo,1 Teste Mann-Whitney para idade e qui-quadrado para as demais
variaveis,”’CDIS, carcinoma ductal in situ; °CDI, carcinoma ductal infiltrante; “TNM, tumor, nédulo,
metastase; °RE, receptor de estrogénio; °RP, receptor de progesterona; "HER2, receptor de fator de
crescimento epidérmico humano 2.
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No GP observou-se um maior percentual de mulheres em menopausa. Tanto
no GO como no GP a maioria das pacientes apresentou carcinoma ductal infiltrante,
estadiamento clinico O/I/ll, receptores positivos para estrogénio (RE) e progesterona
(RP) e negativo para receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2).

De acordo com a classificacdo do IMC, no GO 27% das mulheres
apresentavam-se eutroficas, 38 % em sobrepeso e 33% em obesidade. No GP
esses valores foram 26%, 47% e 26% respectivamente. A mediana do angulo fase
padronizado (AFP) foi -0,66 (11Q= -1,29; -0,25) no grupo 6leo de peixe e -1,22 (1IQ= -
1,65; -0,65) no grupo placebo, sendo a diferenga significativa entre os grupos (p =
0,032).

Entre as variaveis do consumo dietético, no momento basal, ndo observou-se
diferenca significativa entre os grupos com relacdo aos nutrientes analisados. O
consumo diario dos acidos graxos EPA e DHA apresentou-se baixo nos dois
grupos, sendo a mediana do EPA e do DHA no dleo de peixe 0,005 g/dia (lIQ=
0,000; 0,007) e 0,020 g/dia (11Q= 0,002; 0,052), respectivamente, e no grupo placebo
0,005g/dia (11Q= 0,000; 0,010) e 0,025 g/dia (1IQ= 0,010; 0,030), respectivamente,
sem diferenga entre os grupos

A composicao basal dos acidos graxos dos fosfolipidios plasmaticos pode ser
visualizada na tabela 3. O GO apresentou percentagem significativamente menor de
acido oleico (p=0,027) e uma maior razdo 18.0/18.1 (p=0,022) quando comparado
com o GP. O percentual dos demais acidos graxos analisados foi semelhante nos
grupos estudados.

Nao houve diferenga significativa entre os grupos com relagédo a percentagem
e razdo dos linfécitos T CD4" e CD8" no sangue periférico, niveis séricos de
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL1- B), prostaglandina E, e proteina C-
reativa. Com excecao dos valores dos mondocitos, que foi significativamente menor
no GO em comparagao ao GP, mediana igual a 6,30 % (11Q= 3,85; 7,27) e 7,50%
(11Q= 6,60; 8,50), respectivamente (p=0,013), os demais pardmetros do hemograma,
assim como os exames de glicose sérica, colesterol total e fragdes, albumina sérica
também nao apresentaram diferengas significativas entre os grupos GO e GP no

inicio do estudo.
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TABELA 2: Indicadores do estado nutricional e consumo dietético no inicio e ao final da suplementacao em pacientes

com cancer de mama de acordo com os grupos de estudo.

Grupo 6leo de peixe (n=18) P? Grupo placebo (n=19) P? P’
Inicial Final Intra Inicial Final Intra Entre
Mediana (IIQ)1 Mediana (11Q) grupo Mediana (11Q) Mediana (11Q) grupo grupos

Estado Nutricional
Peso (kg) 67,35 (62,00; 74,10) 67,55 (62,80; 77,65) 0,078 66,60 (57,7; 73,2) 67,55 (57,55; 71,75) 0,776 0,079
IMC (kg/m?)°’ 27,02 (23,77; 32,02) 27,15(23,63; 32,56) 0,078 26,66 (24,91; 30,24) 26,33 (24,84, 29,65) 0,723 0,101
Massa magra (kg) 45,50 (39,62; 38,92) 41,05 (45,07; 43,27) 0,170 45,50 (34,80; 44,00) 40,40 (34,85; 43,80) 0,660 0,406
Massa gorda (kg) 26,30 (19,57; 33,02) 26,80 (21,90; 34,60) 0,029 26,50 (21,60; 30,20) 24,30 (22,10; 29,80 ) 0,977 0,101
% de gordura corporal 37,70 (28,17;44,97) 38,10 (33,20; 46,00) 0,149 38,90 (37,00; 43,80) 39,40 (35,9; 42,05) 0,820 0,298
AFP ° -0,66 (-1,29; -0,25) -0,72 (-1,19; 0,11) 0,513 -1,22 (-1,65; -0,65) -1,14 (-1,63; -0,78) 0,394 0,492
Consumo
Energia (kcal) 1451 (1052; 1755) 1226 (1011;1629) 0,124 1162 (991; 1500) 1289 (1186; 1480) 0,520 0,038
Kcal/kg 21 (16; 27) 17 (14; 24) 0,173 20 (14; 22) 20 (16; 23) 0,877 0,259
Carboidratos (g) 172 (128; 260) 155 (118; 235) 0,148 14 (133; 186) 171 (118; 226) 0,557 0,200
Proteinas (g) 64 (48; 80) 47 (42; 60) 0,124 51 (44; 68) 62 (47; 81) 0,184 0,010
Lipidios 45 (34; 66) 42 (37; 51) 0,124 42 (33; 53) 38 (27; 53) 0,546 0,686
Acidos graxos (g)
Saturados 11,11 (7,62; 15,79) 9,4 (8,10; 13,52) 0,163 8,99 (7,55; 13,41) 9,46 (6,77; 13,56) 0,936 0,536
Monoinsaturados 11,69 (9,11; 19,31) 10,93 (7,53; 13,78) 0,039 10,51 (8,66; 14,77) 9,45 (6,98; 15,0) 0,673 0,747
Poliinsaturados 9,45 (7,42; 11,57) 8,16 (7,22; 10,68) 0,163 9,00 (7,11; 10,63) 8,00 (6,56; 10,05) 0,376 0,752
16:0 (palmitico) 6,34 (4,69; 9,76) 5,38 (3,94; 7,02) 0,013 5,37 (4,58; 7,68) 5,23 (3,96; 7,53) 0,809 0,449
18;0 (estearico) 2,68 (1,95; 4,66) 2,46 (1,57; 3,48) 0,019 2,14 (1,81; 3,33) 2,22 (1,64; 3,85) 1,000 0,489
18:1n-9 (oleico) 10,76 (8,47; 17,80) 10,12 (7,06; 12,74) 0,049 9,52 (7,79; 13,69) 8,59 (6,39; 14,69) 0,629 0,838
18:2 n-6 (linoleico) 7,88 (6,93; 9,96) 7,05 (6,33; 9,71) 0,177 7,95 (6,12; 9,37) 7,06 (5,6; 8,58) 0,243 0,842
18:3 (linolénico) 0,96 (0,76; 1,17) 0,87 (0,79; 1,19) 0,981 0,86 (0,65; 0,86) 0,83 (0,57; 0,97) 0,794 0,776
20:4n-6 (Araquidonico) 0,10 (0,47; 0,17) 0,07 (0,54; 0,11) 0,163 0,09 (0,05; 0,12) 0,09 (0,06; 0,192) 0,162 0,165
20:5n-3 (EPA)° 0,005 (0,000; 0,007) 0,005 (0,000; 0,010) 0,633 0,005 (0,000; 0,010) 0,005 (0,000; 0,015) 0,395 0,334
22:6n-3 (DHA)’ 0,020 (0,002; 0,052) 0,020 (0,005; 0,032) 0,162 0,025 (0,010; 0,030) 0,015 (0,000; 0,065) 0,139 0,295
Total AG n-3 1,04 (0,76; 1,31) 0,89 (0,82; 1,2) 0,850 0,89 (0,68; 1,10) 0,86 (0,65; 1,04) 0,831 0,711
Total AG n-6 8,37 (7,13; 10,23) 7,20 (6,40; 9,77) 0,201 8,05 (6,22; 9,43) 7,08 (5,29; 8,42) 0,163 0,850
Razao n-6/n-3 8,33 (5,87; 9,76) 7,87 (7;44; 8,82) 0,723 8,37 (7,33; 10,1) 7,27 (6,71; 10,55) 0,381 0,175
Razao 18:0/18:1 0,23 (0,21; 0,28) 0,23 (0,20; 0,27) 0,554 0,25 (0,23; 0,27) 0,26 (0,22; 0,28) 0,469 0,387

"11Q, intervalos interquartis; “Diferencgas intra grupo segundo teste ndo paramétrico de Wilcoxon; *Teste da interagdo da anova ndo-paramétrica de dois
fatores com medidas repetidas para verificar a significancia da diferenga entre os grupos 6leo de peixe e 6leo mineral; * IMC, indice de massa corporal; °
AFP, angulo de fase padronizado; ® EPA, acido eicosapentaenoico; ' DHA, acido docosahexaendico;
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TABELA 3: Perfil dos acidos graxos no sangue e parametros bioquimicos no inicio e ao final da suplementagdo em

pacientes com cancer de mama de acordo com os grupos de estudo.

Grupo 6leo de peixe (n=18) P? Grupo 6leo mineral (n=19) P? P’
Inicial Final Intra Inicial Final Intra Entre
Mediana (IIQ)1 Mediana (1IQ) grupo Mediana (11Q) Mediana (1IQ) grupo grupos

AG no sangue
16:0 (palmitico) 29,90 (24,61; 35,12) 30,42 (23,69; 34,78) 0,356 25,01 (22,16; 31,36) 25,74 (22,76; 29,64) 0,717 0,824
18:0 (estearico) 16,81 (15,31; 17,42) 17,45 (15,79; 18,62) 0,356 15,33 (13,77; 18,51) 15,99 (12,97; 17,16) 0,841 0,409
18:1n-9 (oleico) 4,32 (3,59; 5,26) 4,44 (3,72; 5,88) 0,943 5,29 (4,55; 6,52) 5,11 (4,46; 6,53) 0,629 0,525
20:4n-6 (araquidénico) 8,81 (7,35; 10,98) 8,23 (6,04; 10,28) 0,124 10,05 (7,95; 14,02) 11,17 (8,59; 12,64) 0,984 0,284
20:5n-3 (EPA)* 0,49 (0,11; 0,81) 1,52 (0,91; 2,13) 0,004 0,35 (0,00; 0,82) 0,56 (0,00; 1,23) 0,293 0,034
22:6n-3 (DHA)° 2,55 (1,94; 3,68) 4,60 (3,46; 6,22) 0,007 3,14 (2,18; 5,07) 3,88 (2,08; 4,92) 0,904 0,000
Total AG n-3 3,32 (2,47; 4,93) 6,51 (4,30; 8,72) 0,004 3,73 (2,69; 5,95) 4,11 (2,90; 5,90) 0,952 0,005
Total AG n-6 25,01 (19,16; 30,22) 23,06 (19,15; 29,52) 0,554 31,6 (22,6; 32,44) 30,07 (24,11; 33,99) 0,702 0,246
Raz&o n-6:n-3 7,78 (5,36; 9,77) 3,86 (3,03; 4,72) 0,002 7,00 (4,58; 11,11) 6,87 (4,43; 8,82) 0,904 0,012
Razéo 18:0/18:1 3,84 (2,93; 5,23) 3,98 (2,85; 5,50) 0,653 3,03 (2,08; 3,44) 2,91 (2,28; 3,59) 0,920 0,811
Bioquimicos
Hemaécias (milhdes/mm?) 4,75 (4,57; 5,10) 4,70 (4,50; 4,90) 0,254 4,70 (4,40; 5,20) 4,70 (4,45; 4,90) 0,493 0,941
Hemoglobina (g/dl) 14,0 (12,85; 15,25) 13,70 (13,00; 14,70) 0,069 14,00 (13,10; 14,90) 13,80 (13,05; 14,40) 0,623 0,426
Hematdcrito (%) 41,75 (38,32; 45,72) 41,10 (39,10; 43,60) 0,139 42,20 (38,60; 44,00) 41,60 (39,05; 43,60) 0,877 0,785
Leucécitos (mm®) 6405 (5342; 7950) 6910 (5105; 7750) 0,795 5220 (4150; 6700) 5780 (5265; 6590) 0,653 0,521
Linfocitos (%) 31,40 (28,92; 36,32) 31,90 (26,70; 40,70) 0,266 35,70 (28,30; 38,40) 30,10 (28,05; 36,45) 0,177 0,388
Mondcitos (%) ' 6,30 (3,85; 7,27) 6,60 (5,00; 7,60) 0,507 7,50 (6,60; 8,50) 6,70 (6,50; 8,70) 0,330 0,277
Plaquetas (mil/mm?®) 281,00 (215,25; 307,75) 259,00 (220,00; 291,00) 0,523 246,00 (193,00; 282,00) 241,00 (212,00; 278,50) 0,492 0,456
Albumina (g/dl) 4,40 (4,15; 4,50) 4,20 (4,10; 4,47) 0,153 4,30 (4,20; 4,50) 4,30 (4,07; 4,42) 0,319 0,818
Glicose (ml/dl) 95,00 (87,00; 103,25) 91,00 (83,25; 101,50) 0,351 90,00 (84,00; 98,00) 92,50 (84,75; 98,25) 0,410 0,126
Colesterol total (mg/dl) 218,00 (194,5; 258,50) 217,00 (194,50; 254,50) 0,758 211,00 (196;00; 247,00) 208,50 (183,50; 241,50) 0,185 0,414
HDL (mg/dl) 45,00 (39,50; 50,25) 44,00 (38,00; 48,50) 0,476 46,00 (41,00; 50,00) 47,00 (40,50; 54,75) 0,905 0,689
LDL (mg/dl) 141,00 (118,75; 176,75) 146,00 (122,00; 176,00) 0,518 145,00 (121,00; 169,00) 140,50 (112,00; 157,25) 0,138 0,182
VLDL (mg/dl) 32,50 (18,00; 40,00) 29,00 (20,00; 38,00) 0,442 25,00 (15,00; 33,00) 21,00 (16,25; 29,50) 0,663 0,840
Triglicerideos (mg/dl) 160,00 (90,75; 199,50) 146,00 (98,00; 191,50) 0,421 125,00 (75,00; 165,00) 105,00 (80,00; 146,75) 0,679 0,887

"11Q, intervalos interquartis; “Diferengas intra grupo segundo teste ndo paramétrico de Wilcoxon; “Teste da interagdo da anova nao-paramétrica de dois
fatores com medidas repetidas para verificar a significancia da diferenga entre os grupos 6leo de peixe e 6leo mineral; * EPA, acido eicosapentaenoico;
°DHA, acido docosahexaendico.
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Tolerabilidade

Dentre as pacientes que concluiram o estudo, 55% e 47 % das pacientes do
GO e GP, respectivamente, relataram efeitos colaterais, como enjoos, nauseas,
eructagdes frequentes, aumento da frequéncia intestinal, pirose e plenitude gastrica.
Contudo, ndo observou-se diferenga entre os grupos quanto a presenga ou auséncia
de sintomas (p = 0,616). Apesar dos efeitos colaterais relatados, 92% e 93% das
capsulas prescritas foram consumidas no GO e no GP, respectivamente, o que foi
considerado boa ades&o ao tratamento.

Ao final da suplementagédo, as pacientes do grupo GO apresentaram ganho
significativo de massa gorda (p=0,029), porém, nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os grupos com relagado aos parametros antropométricos analisados.
O consumo de macro nutrientes n&o apresentou diferencga intra grupos, tanto no GP,
quanto no GO, porém, observou-se diferenga entre os grupos com relagdo ao
consumo de energia (kcal) (p=0,038) e proteinas (g) (p=0,010). O consumo dos
acidos graxos monoinsaturados, palmitico, estearico e oleico reduziu
significativamente no GO , porém, ndo houve diferenga entre os grupos. O Consumo
alimentar de EPA, DHA e o total de AG n-3 nos dois grupos estudados nao
demonstrou diferencga intra e entre os grupos apos a suplementagéo (Tabela 2).

No GO houve aumento significativo nos niveis séricos de EPA (p=0,004),
DHA (p=0,007), total de acido graxo n-3 (p=0,004) e da razdo n-6:n-3 (p=0,002),
sendo a diferenga significativa entre os grupos (p=0,034, p<0,001, p=0,005 e p=
0,012, respectivamente) (Tabela 3).

Com relagédo a resposta de fase aguda, nenhuma mudanga significativa foi
observada no GO, enquanto no GP houve aumento significativo da proteina C-
reativa (p=0,0245). A variacdo apos o tratamento (A%), dentro do limite da
significancia, foi diferente entre os grupos (Figura 2).

Tanto no GP como no GO ndo observou-se mudangas significativas nos

niveis séricos das citocinas proiinflamatérias avaliadas (Figura 3).
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Figura 2. Variagao apés tratamento (A%) da proteina C-reativa de acordo com os grupos de
estudo. GP = grupo placebo, GO = grupo 6leo de peixe. (A) n= 16, no GP inicial o outlier de valor
igual a 3,02 foi apontado no grafico, mas excluido da andlise estatistica, valor de p para o teste de
Wilcoxon; (B) n=15, no GO final o outlier foi apontado no grafico, mas excluido da analise estatistica.
(C) GP n=15 e GO n=15, valores de p para teste Mann Whitney.

Com relacdo a imunidade adaptativa, no GP observou-se reducdo da
percentagem de linfocitos T CD4" no sangue periférico (p=0,041). Porém, n&o houve
diferenga entre os grupos quanto a variagdo apos o tratamento (A%) (figura 4). No
GO, as percentagens das subpopulagdes de linfocitos T CD4" e T CD8" nao
sofreram mudangas significativas apos a suplementagéo e a razdo T CD4/CD8" ndo

modificou (Figura 4).
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Figura 3. Variagdo apoés tratamento (A%) das citocinas pré-inflamatérias de acordo com os grupos de estudo. GP = grupo placebo, GO = grupo
6leo de peixe. (A) Fator de necrose tumoral, GP n=14, GO n=12; (B) Interleucina-6, GP n=16, GO n=18; (C) Interleucina-1beta, GP n=17 e GO n=15. Os
dados estao representados em medianas, quartis superiores e inferiores, valores maximos € minimos.
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Figura 4. Variagdo apés tratamento (A%) das subpopulagdes de linfocitos T CD4", TCD8" e razdo CD4'/CD8*, de acordo com os grupos de
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maximos e minimos.
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Os niveis séricos de prostagladina E,, nos dois grupos estudados nao
sofreram mudancas significativas apds o periodo de suplementagao (Figura 5).

Semelhante aos resultados basais, parédmetros bioquimicos como glicose
sérica, colesterol total e fragdes, hemograma completo e albumina sérica nao

apresentaram diferencas significativas entre os grupos (Tabela 3).
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Figura 5. Variagao apoés tratamento (A%) da prostaglandina E, de acordo com os grupos de
estudo. GP = grupo placebo, GO = grupo 6leo de peixe. GP n=14 e GO n=16. Os dados estédo
representados em medianas, quartis superiores e inferiores, valores maximos e minimos.

Discussao

De nosso conhecimento, este é o primeiro estudo randomizado, controlado,
duplo cego que investigou os efeitos da suplementacdo com déleo de peixe, nas
subpopulagdes de linfocitos T CD4+ e T CD8+, razdo CD4/CD8, nos niveis sérios de
citocinas pro-inflamatoérias, proteina C-reativa e prostaglandina E2, em pacientes

recém diagnosticadas com cancer de mama.
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Para ter efeito imunomodulador os acidos graxos n-3 devem ser incorporados
nas membranas leucocitarias (CALDER, 2008). Em individuos saudaveis a
incorporagao do EPA no interior de membranas de leucocitos e nos fosfolipidios
plasmaticos é geralmente descrita apos 4, 8, ou ainda 12 semanas de intervengao
(YAQOOB et al, 2000). De acordo com revisdo de Van der Meij et al. (2011), em
pacientes com cancer, de uma maneira geral a suplementagéo oral de 1,5 a 3 g de
EPA (combinado ou ndo com DHA) aumenta a concentracdo média de EPA nos
fosfolipidios plasmaticos de < 2,0% para 2,5 a 6,5% do total de acidos graxos. Neste
estudo, apds 4 semanas de suplementacido, no GO os niveis plasmaticos de EPA e
DHA aumentaram de 0,49% para 1,52% e de 2,55% para 4,60% respectivamente,
sendo e diferencga significativa intra e entre grupos. A mediana da variagdo apds o
tratamento (A%) do EPA foi 119,29% e do DHA foi 58,82%. Essas informagdes
confirmam a adesdo dos pacientes ao tratamento e a incorporacdo dos acidos
graxos suplementados.

Os resultados deste estudo sugerem que a suplementacdo com EPA e DHA,
modulou a resposta inflamatéria dependente de proteina C-reativa. Enquanto nas
pacientes suplementadas com EPA e DHA observou-se uma menor variabilidade e
manutencao dos niveis séricos dessa proteina apds o tratamento, nas pacientes do
GP houve aumento dos niveis séricos de proteina C-reativa, sendo a diferenga entre
a variagao percentual (A%) das pacientes tratadas com 6leo de peixe e das tratadas
com placebo marginalmente maior no grupo que recebeu placebo (p=0,059).
Resultados semelhantes tém sido demonstrados em pacientes com cancer colorretal
(SILVA et al., 2012; MOCELLIN et al., 2013). Esse resultado é relevante, haja vista
que niveis elevados da PCR tém sido associados com um pior prognostico em
pacientes com cancer de mama.

Verificou-se também um possivel efeito da suplementacdo com EPA e DHA
na imunidade adaptativa, visto que pacientes suplementadas com o6leo de peixe
apresentaram menor variabilidade, e mantiveram a percentagem de linfocitos T
CD4" semelhante no periodo prévio e apos a suplementagéo, enquanto pacientes do
GP apresentaram redugéo significativa na subpopulagdo de linfécitos T CD4".
Entretanto, ndo houve diferengca entre os grupos na comparagdo da variagao
percentual (A%) entre as pacientes tratadas com placebo ou com dleo de peixe. A
manutengédo do nimero de linfécitos T CD4" em valores mais proximos ao normal é

de fundamental importancia, pois eles sao necessarios para ativagao dos linfocitos T
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CD8" que s&o responsaveis pela defesa contra microorganismos e células tumorais.
Também deve-se considerar que a manutencdo do equilibrio da resposta imune
adaptativa anterior aos tratamentos antineoplasicos, pode auxiliar para uma melhor
resposta ao tratamento. A cirurgia representa a base do tratamento do cancer de
mama. Porém, esta envolve manipulagao fisica do tumor e de sua rede vascular,
podendo induzir a passagem de células tumorais para a circulagdo, tornando este
procedimento um momento de risco para desenvolvimento de metastase
(BOOMSMA et al., 2010). Assim, uma resposta imune equilibrada podera contribuir
para reduzir o risco de metastase apds a cirurgia, e, também, para uma melhor
resposta a possiveis intercorréncias relacionadas a mesma. Nao foram encontrados
na literatura estudos que avaliaram em pacientes com cancer de mama os efeitos da
suplementacao oral de EPA e DHA nesses parametros imunes e inflamatérios, o que
dificulta a comparagao dos resultados aqui apresentados.

Ndo foram observadas mudancas significativas nos niveis séricos das
citocinas pré-inflamatérias apoés o periodo de suplementacdo. Resultados
semelhantes, em pacientes com diferentes tipos de cancer e tratamentos
antineoplasicos, foram demonstrados por Persson et al. (2005), Taylor et al. (2010),
Goméz-Candela (2011), Mocellin et al. (2013), Faber et al. (2013). Faber et al.
observaram incorporacdao de EPA e DHA apds 7 dias de suplementacdo, mas, nao
houve mudancgas significativas nas citocinas proinflamatérias avaliadas. Por outro
lado, ao contrario dos resultados aqui apresentados, Faber et al. observaram
redugdo nos niveis séricos de prostaglandina E2. Taylor et al. (2010) e Goméz-
Candela (2011), além de nao observarem reducg&o das citocinas proé-inflamatdrias,
verificaram uma tendéncia de aumento nos niveis séricos de IL-6 apds a
suplementagdo com EPA e DHA. Mocellin et al. (2013), em pacientes com cancer
colorretal, observou reducédo dos niveis séricos de PCR, porém nenhuma mudanca
foi verificada nos niveis séricos de TNF-a, IL-1p e IL-6.

As possiveis razbes para a falta de resultados significativos em relagdo as
citocinas pro-inflamatérias e PGE; s&o a dose utilizada, o curto periodo de
suplementacdo, o tamanho da amostra que podem ter sido insuficientes, além do
uso de a-tocoferol nas capsulas de 6leo de peixe, que pode ter diminuido o possivel
efeito do suplemento (Chajées et al.,1995; Colas et al., 2005). A dose de 1,8 g de
EPA e DHA por quatro semanas de intervengcdo podem ser insuficientes para atingir
os efeitos imunomodulares do EPA e DHA em pacientes com cancer de mama. De
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acordo com Mocelim et al. (2015), quando a suplementagao é realizada durante um
periodo curto, altas doses de acidos graxos n-3 s&o requeridas para se ter um efeito
antiinflamataério. A falta de poder estatistico devido ao pequeno tamanho da amostra
€ um problema frequente em estudos de intervencdo com EPA e DHA. Pastore et al.
(2014), com o propdsito de investigar os efeitos da suplementacdo com 2,2 g de
EPA em pacientes com diferentes tipos cancer submetidos a quimioterapia,
randomizou 35 pacientes para o grupo EPA e 34 para o grupo controle. Porém,
devido a perda de seguimento, apenas 18 e 25 pacientes foram analisados nos
grupos EPA e controle, respectivamente. Resultados semelhantes foram
encontrados por Taylor et al. (2010), onde 31 pacientes com cancer foram
randomizados para receber suplementacado e apenas 17 foram analisados devido a
perda de seguimento.

Quanto a presenga do a-tocoferol, Chajes et al. (1995) demonstraram que os
acidos graxos EPA e DHA foram efetivos em reduzir o crescimento de células de
cancer de mama, entretanto a presenca de vitamina E restaurou completamente o
crescimento celular. Resultado semelhante foi realizado por Germain et al. (1998).
Estudo in vivo realizado por Colas et al. (2005) demonstrou que a adi¢gao de pro-
oxidantes em dietas suplementadas com 6leo de peixe aumentavam a sensibilizagéo
de tumores mamarios a quimioterapia, enquanto a adicao de a-tocoferol suprimia a
resposta tumoral. Estudo realizado por Xiong et al. (2012) demonstrou que o o-
tocoferol antagoniza diretamente as agcdes anticancer do DHA.

Um dos pontos fortes do presente estudo € seu desenho prospectivo,
randomizado, controlado e duplo cego. Quanto ao cegamento do estudo, um
importante aspecto a ser considerado, além da aparéncia e o odor idénticos das
capsulas de 6leo de peixe e do 6leo mineral, caracteristicas importantes para uma
boa adesdo ao tratamento, € a composicdo do placebo utilizado. Neste estudo
utilizou-se como placebo o 6leo mineral que n&do € absorvido pelo organismo, nao
incorrendo, desta forma, nos possiveis fatores de confudimento gerados por 6leos
contendo n-6 ou n-9 no grupo controle. Além disso, a dose de 2 g/dia de dleo
mineral, como esperado, ndo apresentou nenhum efeito laxativo. Placebos contendo
oleo de soja em substituicdo ao 6leo de peixe ja foram utilizadas (FURUKAWA et al.
1999; LIANG et al. 2008; ZHU et al. 2012), porém, acredita-se que por seu alto teor
em acido graxo n-6 este ndo seja adequado para avaliar desfechos de inflamacgao

por direcionar para um estado mais inflamatério. Muitos estudos usam suplementos
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industrializados aromatizados artificialmente, como fonte de acidos graxos n-3 com a
intencdo de mascarar o sabor, mas que normalmente contém outros nutrientes que
podem ser potenciais confundidores. Semelhante ao estudo de Taylor et al. (2010),
92% das capsulas prescritas foram consumidas, o que foi considerado boa adesao
ao tratamento e isso também fortalece os resultados encontrados. O motivo dessa
boa adesado pode ser devido a suplementacao ter ocorrido em uma fase inicial da
doenca e na auséncia de efeitos colaterais da quimioterapia e da radioterapia. Outro
ponto forte, consiste no fato de que a analise do consumo dietético e perfil dos
acidos graxos plasmaticos foram realizados no inicio e fim da intervengéo,
possibilitando um melhor monitoramento da eficacia da suplementacdo. Como um
ultimo ponto forte a ser citado, temos o fato de que todas as participantes do estudo
eram virgens de tratamento, evitando assim os fatores confundidores relacionados
aos tratamentos oncolodgicos.

Como limitagao do estudo temos a discrepancia entre o numero de pacientes
convidadas (n=108) e o numero de pacientes analisadas (n= 37). Vinte cinco por
cento das pacientes convidadas recusaram participar do estudo. Esta alta taxa de
recusa pode ser devido ao convite ter sido realizado imediatamente apds o
recebimento do diagnéstico de cancer, estando as pacientes emocionalmente
abaladas, assustadas com a gravidade da doenga e comprometidas com a
realizagdo de varios exames complementares ao diagnostico e pré-cirurgicos. Estes
mesmos motivos podem ter levado 10% das pacientes que assinaram o TCLE a nao
comparecerem a coleta e a desistirem do estudo. A antecipagao da cirurgia devido a
gravidade da doenga e mudangas no tratamento clinico durante o estudo também
foram fatores limitantes do tamanho da amostra analisada, como detalhado na figura
1.

A suplementagdo de 1,8 g de acidos graxos n-3 em pacientes recém
diagnosticadas com cancer de mama, durante 4 semanas, promoveu mudanga
significativa na composigédo dos acidos graxos plasmaticos, manteve a percentagem
das células T CD4" e os niveis séricos de PCR, sugestivo da sua agdo benéfica no
sistema imunoldgico. Estudos considerando os subtipos moleculares e estadimanto

clinico da doenca s&o necessarios para confirmacao dos resultados apresentados.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo concluimos que a suplementacdo com 1,89 de acidos
graxos n-3 (EPA E DHA) em pacientes recém diagnosticadas com cancer de mama,
durante 4 semanas:

* N&o modificou os parametros nutricionais e bioquimicos avaliados
* N&o modificou os niveis séricos das citocinas proinflamatorias avaliadas e da

PGE;

* Promoveu mudanga significativa na composigdo dos acidos graxos
plasmaticos
* Manteve os niveis séricos de PCR

» Manteve a percentagem de linfocitos T CD4"
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ANEXO 1



Classificagao BI-RADS

(Breast Imaging Reporting and Data System)

BI-RADS 0 Necessidade de complementagéo

Exames adicionais

BI-RADS 1 Mamografia normal 0,05% Controle anual a
partir dos 40 anos
BI-RADS 2 Achados benignos 0,05% Controle anual a
partir dos 40 anos
BI-RADS 3 Achados provavelmente benignos 2a3% Repetir em 6
meses
BI-RADS 4 Achados suspeitos para malignidade
(A,B,C) A — Baixa suspeita 5% (2 a 10%) Biopsia
B — Intermediéria suspeita 25% (11 a 40%) Biopsia
C — Moderada suspeita 70% (41 a 74%) Biopsia
BI-RADS 5 Achados altamente suspeitos para 95% Bidpsia
malignidade
BI-RADS 6 Malignidade ja comprovada 100%

Fonte: Adaptado de Menke et al. (2007)
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Classificagao de tumores de mama

cT Tumor primario
Tx Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO N&o ha evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
Carcinoma ductal in situ
Carcinoma lobular in situ
Doenca de Paget da papila sem tumor associado
T1 Tumor menor ou igual a2 cm
T1mic Carcinoma microinvasor
T1a Tumor maior que 0,1 cm e menor ou igual a 0,5 cm
T1b Tumor maior que 0,5 e menor ou igual a 1 cm
T1c Tumor maior que 1 cm e menor ou igual a 2 cm
T2 Tumor maior que 2 cm e menor ou igual a 5 cm
T3 Tumor maior que 5 cm
T4 Tumor de qualquer tamanho com extens&o para
T4a Parece toracica
T4b Edema ou ulceragéo da pele
T4c 4a +4b
T4d Carcino inflamatério
cN Linfonodos Regionais
Nx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase para linfonodos regionais
N1 Metastases para linfonodos axilares ipsilaterais moéveis
N2
N2a Metastase para linfonodos axilares coalescentes ou aderidos a estruturas
adjacentes
N2b Metastase clinicamente aparente na mamaria interna na auséncia de metastase
axilar
N3
N3a Metéstase para linfonodo infraclavicular
N3b Metastase para linfonodo da mamaria inerna e axila
N3c Metéastase para linfonodo supraclavicular
cM Metastase a distancia
Mx Metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metastase a distancia
M1 Presenca de metastase a distancia

FONTE: INCA (2004)
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Classificagao clinica do cancer de mama

grupamento por estadio

Estadio | T1 NO MO
Estadio Il a TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Estadio llb T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio lll a TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1-N2 MO
Estadio lll b T4 Qualquer N MO
Estadio lll ¢ Qualquer T N3 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

FONTE: INCA (2004)
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ANEXO 2




Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saide
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do Projeto no CEP: 72/09

Titulo do Projeto: Efeito da Suplementagdo com 4cido graxo n-3 no estrado nutricional,
qualidade de vida, resposta imunitaria e atividade da enzima 4cido graxo sintase de
pacientes portadores de tumores de mama em tratamento quimioterapico.

Pesquisadora Responsavel: Meg Schwarcz Hoffmann

Data de Entrada: 04/08/2009

Com base na Resolugio 196/96, do CNS/MS, que regulamenta a ética em
pesquisa com seres humanos, o Comité de Ftica em Pesquisa com Sercs Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Satide da Universidade de Brasilia, apSs andlise dos aspectos
éticos e do contexto técnico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 72/09 com o
titulo: “Efeito da Suplementagio com 4cido graxo n-3 no esirado nutricional, qualidade
de vida, resposta imunitdria e atividade da enzima 4cido graxo sintase de pacientes
portadores de tumores de mama em tratamento quimioterapico”, analisado na 8*
Reunido Ordindria, realizada no dia 8 de Setembro de 2009.

A pesquisadora responsével fica, desde ja, notificada da obrigatoriedade da
apresentagio de um relatSrio semestral e relatério final sucinto e objetivo sobre o
desenvolvimento do Projeto, no prazo de 1 (um) ano a contar da presente data (item
VI1.13 da Resolugdo 196/96).

Brasilia, 10 de Setembro de 2009. . i

Prof. Volnei Garrafa
Coordenador do CEP-FS/UnB

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanas - Faculdade de Ciéncias da Saude
Universidade de Brasilia - Campus Universitdrio Darcy Ribeiro - CEP: 70.910-300
Telefone: (61)-33073799  Email: cepfs@unb.br
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GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE

Fundagao de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude GDF

Noepécs

Fundap8o do Fnal
m Clancias da Saude

COMITE DE ETICA EM PESQUISA/SES-DF

PARECER N° 0438/2011

PROTOCOLO N2 EROJETO. 333/5011 — 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.

Instituicdo Pesquisada: Secretaria de Satde 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 Resolucdo 196/96 CNS/MS, que dispbe 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 Resolucao 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 notificagoes de
eventos adversos quando pertinentes no prazo de 1 (um) ano a contar da
presente data (item 11.13 da Resolugao 196/96 CNS/MS).

Brasilia, 03 de_ outubro de 2011.

Atenciosamente,

Maria Rita Carvalfjo Garbi Novaes
Comité de Etica em Pesquisa/SES-DF

Coordenadora
AL/CEP/SES-DF

Fundag&o de Ensino e Pesquisa en] Ciéncias da Saude - SES
Comité de Etica e Pesquisa
Fone/Fax: 3325:4955 - - e-mail: cepsesdf@saude.df.gov.br
SMHN - Q. 501 - Bloco “A" — Brasilia— DF - CEP.:70.710-907
BRASILIA - PATRIMONIO CULTURAL DA HUMANIDADE
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ANEXO 3




TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Cara paciente:

Gostariamos de convida-la a participar de uma pesquisa intitulada: “Efeito da suplementacio com
acido graxo n-3 no estado nutricional, qualidade de vida, resposta imunitaria e atividade da
enzima ‘acido graxo sintase’ de pacientes portadoras de tumores de mama”.

A sua participagdo ¢ 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 e quando ndo tiver duvidas quanto aos seus direitos
enquanto participante.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia e Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Satide-DF. Esta tem por
objetivo avaliar o estado nutricional e a resposta imune de mulheres portadoras de cancer de mama
antes e depois de uma suplementagdo com acido graxo n-3. Esta suplementagao tera a duragdo de 04
semanas, ¢ sera iniciada logo apds o diagndstico médico, e anterior ao tratamento. Espera-se que a
suplementacdo 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 oleos 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
o 6leo 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 suplementagao e
a cada encontro serdo colhidas as seguintes informagdes:
v Informagdes sobre sua alimentagio;

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

v" Medidas de peso ¢ altura e dados da bioimpedéncia elétrica, um exame ndo invasivo e
indolor, para determinag@o da composi¢do corporea;

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

v" Nos encontros subseqiientes, serdo questionados sobre a adesdo e possiveis
intolerancias e aversdes a suplementagao.

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

Toda a informagdo 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
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que apenas os profissionais da satide envolvidos com a pesquisa tenham acesso a informagdo onde
conste 0 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 ndo aparecera na publicagdo que se planeja realizar.

Os resultados obtidos serdo divulgados para a comunidade cientifica (médicos, nutricionistas,
enfermeiros) com o objetivo de beneficiar o acompanhamento e 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 ndo estejam presentes, poderdo ser chamadas por um funcionario.

Contatos:
Elemarcia M. Paixao (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 e devolvé-lo. E importante referir que o fato de ndo participar ndo tera influencia no seu plano de
tratamento.

Li esta informagdo e quero () participar deste projeto.

Nao quero () participar deste projeto.

Nome do paciente (ou do representante legal):

Assinatura:

Assinatura pesquisador responsavel:

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

Brasilia, / /
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ANEXO 4




Projeto ONCONUT

Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saude

Departamento de Nutricdo

Pesquisa sobre doengas cronicas nao-transmissiveis

Caodigo
identificador

ProJETO ONCONUT ( FICHA 1)

AVALIAGAO SOCIOECONOMICA E CULTURAL

Endere¢o completo:

CEP: - Bairro:

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 questionadrio. Caso contrario, atenda aos procedimentos previstos para
"Recusa”.

1. Nome completo:

Registro HUB:

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?
/ /
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Projeto ONCONUT

4. Qual o seu estado civil?
ENTREVISTADOR: Leia as opgoes 1 a 4.

1. J Casada (inclui unido consensual)

2. [] Desquitada, divorciada ou separada
3. [ Viava

4.[] Solteira

5. [] ndo sabe/ndo respondeu

5. Até que série a senhora estudou?

0. [] 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.yNao
1.ySim.

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

1.R$

2. [] A familia ndo tem renda

3. [0 Nao sabe/ Nao respondeu

DOENCAS E TRATAMENTOS REFERIDOS

Algum profissional de saude disse que a Sra tem:
8. Presséao alta?
0. [INao
1. [J Sim, toma medicacdo?qual?
2. [] Nao lembra/ndo sabe
9. Colesterol alto?
0. 0 Nao
1. [J Sim, toma medicagdo?qual?
2. [] Nao lembra/ndo sabe

10. Alto nivel de agtcar no sangue?
0. ] Nao
1. [ Sim, toma medicagao?qual?
2. [] Nao lembra/ndo sabe

11. A Sra tem outra doenga que precise de medicagado constante?
0. Nao
1.0 Sim, qual:
2. Medicamento, qual(is):
ENTREVISTADOR:Anote a doenca e a medicacao especifica.

12. A Sra faz uso de produtos ou suplementos(chas, pos, sucos) para melhorar
a saude? Se ndo pular para 13
0. [0 Nao
1. 0 Sim, qual e por quanto tempo?
2. [ Nao lembra/nao sabe
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Projeto ONCONUT

4. Qual o seu estado civil?
ENTREVISTADOR: Leia as opgoes 1 a 4.

1. 0 Casada (inclui unido consensual)
2. [] Desquitada, divorciada ou separada
3. [] Viava
4. [] Solteira
5. [0 ndo sabe/nao respondeu
5. Até que série a senhora estudou?

0. [ 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.yNao
1.ySim.

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

1.R$

2. [] A familia ndo tem renda

3. [0 Nao sabe/ Nao respondeu

DOENCAS E TRATAMENTOS REFERIDOS

Algum profissional de saude disse que a Sra tem:
8. Pressao alta?
0. ONao
1. [ Sim, toma medicagao?qual?
2. [] Nao lembra/ndo sabe

9. Colesterol alto?
0.0 Nao
1. [0 Sim, toma medicagao?qual?
2. [] Nao lembra/ndo sabe

10. Alto nivel de agticar no sangue?
0. 1 Nao
1. 0 Sim, toma medicagdo?qual?
2. [1 Nao lembra/ndo sabe

11. A Sra tem outra doen¢a que precise de medicagao constante?
0. Néao
1.0 Sim, qual:
2. Medicamento, qual(is):
ENTREVISTADOR:Anote a doenca e a medicagao especifica.

12. A Sra faz uso de produtos ou suplementos(chas, pos, sucos) para melhorar
a saude? Se ndo pular para 13
0.1 Nao
1. [J Sim, qual e por quanto tempo?
2. [] Nao lembra/nao sabe
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21.Hormonal?
0. [1 Nao
1. Sim

22.Qual o estadiamento clinico da doenga?
1.

ANTROPOMETRIA

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. Nao
1. [0 Sim, qual o peso? , kilogramas(pular para 27)

2. [0 Nao lembro/néo sei

26. Se modificou, qual foi a mudang¢a?
1. [J Ganho , kilogramas
2. []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:

BIA
28. Resisténcia: média:
29. Reactancia: média:

30. Angulo de fase:

FINALIZAR A ENTREVISTA - fazer o check-list
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Projeto ONCO-NUT
Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Saude
Departamento de Nutricao

Pesquisa sobre doengas croénicas nao-transmissiveis
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Codigo

identificador ‘ ‘
PRrRoJETO ONCO-NUT ( FICHA 2)

RECORDATORIO DE 24 HORAS

42.

Nome:
Reg: Nascimento: I/

43.

Data da entrevista: __ / / -
Entrevistador: a)

/Local Caseira

44. a) Dia da Semana:
b) Dia habitual?  [] Sim [ Nao
45. Horario Alimentos ou preparagoes Medida Gramatura




Projeto ONCO-NUT
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46. Qual o dleo utilizado para cocgao:

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

49. Tem habito de adicionar algum tipo de 6leo ao prato de comida?
a) 1.y Sim 2.y Nao

b) Quantidade:

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

50. Faz reutilizagao do 6leo usado para outras refei¢oes:
1.y Sim 2. yNao

51. Quantos copos americanos de agua bebe por dia: 1.
2. Na&o sabe informar

ENTREVISTADOR: NAO Leia a segunda opgao.

52. Tem habito de consumir peixe:
1.y Sim 2. ¥ Nao

ENTREVISTADOR: Incluir peixes enlatados como bonito, atum, sardinha, anchova, aliche, etc.

53. Quantas vezes por més:

54. Qual o tipo de peixe mais consumido:




