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Resumo

Nas ultimas décadas, o numero de casos de cancer vem aumentando a cada ano,
assim como a tendéncia no numero de mortes. Dentre os tipos de o cancer, o de mama
tornou-se o com maior numero de diagndésticos em 2021. Os tratamentos classicos utilizados
para neoplasias, geralmente estdo associados a diversos efeitos toxicos sistémicos, os quais
comprometem o bem-estar dos pacientes, principalmente em canceres de mama triplo-
negativo. E nesse contexto que o &cido docosahexaenoico (DHA), que é um acido graxo poli-
insaturado da familia dos 6mega-3, obtido significativamente a partir do éleo de peixe, surge
como uma potencial molécula para o tratamento adjuvante de neoplasias. O consumo de
guantidades adequadas desse lipidio esta relacionado a diversos beneficios em patologias
neurolégicas, cardiovasculares, metabdlicas, assim como, o cancer. Esse nutriente vem se
mostrando promissor pelos seus efeitos protetivos contra o desenvolvimento de neoplasias,
inibicado do crescimento tumoral, da angiogénese e da formagdo de metastases, assim
como a diminuicdo da inflamagao. Além disso, também ja demonstrou acdes sinérgicas
com alguns quimioterapicos, tal e qual, diminuiu os efeitos ndo desejados dessa abordagem
terapéutica in vivo. A agao de diferentes doses de DHA ainda é controversa na literatura é
bastante escassa em relacao as alteracées metabdlicas, decorrentes da suplementacao,
nos tumores em estudos ’in vivo’. Dessa maneira, o objetivo deste estudo € avaliar os
efeitos da suplementacdo com Omega-3 (DHA) durante 60 dias, antes e apés a inoculagao
do tumor, em duas doses diferentes (500 mg/Kg e 2 g/Kg), em camundongos com cancer
de mama triplo-negativo: parametros carcinogénicos, perfil metabdlico e inflamatério. As
duas doses ndo apresentaram danos toxicos sistémicos, assim como ndo levaram a danos
hepaticos e renais. Os resultados sugerem que o DHA (2 g/Kg) possui efeitos anti tumorais,
reduzindo o crescimento tumoral, diminuindo os niveis de citocinas pro-inflamatoérias nos
tecido adiposos branco e marrom (IL-6,TNF-a e IL-33), no plasma sanguineo (1L-1b) e
no tumor (IL-6), assim como foi capaz de de reduzir o nivel de citocinas que atuam no
processo de evasao imunoldgica do tumor (TGF-b), mas sem alteragées significativas no
metabolismo do tumor. Caso que nao se repetiu na dose baixa, a qual evidenciou um
aumento de citocinas (IL-6, IL-33 e TGF-b) e nao retardou o crescimento tumoral. A dose
alta nos animais sem tumor, levou a uma reducao dos niveis de triglicerideos séricos, a
aumento de algumas citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e IL-33) nos tecidos adiposos e a
redugdo de TGF-b na mama, assim como uma modulagdo metabdlica com aumento de
acido oleico, acido palmitoleico e acido vacénico no tecido mamario. Assim como o DHA,
possuem acgdes antitumorais e protetivas contra o desenvolvimento de cancer de mama, o
que contrariamente, a dose baixa levou uma diminuicdo desses acidos graxos. Com isso,
esse trabalho caracterizou o efeito da suplementagdo com DHA, em duas doses distintas,
em parametros carcinogénicos, inflamatérios e metabdlicos, no qual ficou evidente o papel
diferencial das doses, em que ficou manifesto o papel antitumoral da dose alta. Além disso,



o perfil metabdlico do tecido mamario apresentou diferengas significativas em resposta as
doses de DHA, no qual foi observado o aumento de acidos graxos que podem atuar contra
o desenvolvimento tumoral, como o acido oleico e o vacénico.

Palavras-chave: Cancer. Cancer de mama triplo-negativo. Omega-3. DHA. Inflama-
cao. Perfil metabdlico.



Abstract

In recent decades, the number of cancer cases has been increased every year,
as has the trend in the number of deaths. Among the types of cancer, breast cancer has
become the one with the highest number of diagnoses in 2021. In addition, the classic
therapies used for neoplasms are generally associated with various systemic toxic effects,
which compromise the well-being of patients, especially in triple-negative breast cancers. In
that context, docosahexaenoic acid (DHA), which is a polyunsaturated fatty acid from the
omega-3 family and is obtained significantly from fish oil, emerges as a potential molecule
for the treatment of neoplasms. The consumption of adequate amounts of this lipid is related
to several benefits in neurological, cardiovascular, and metabolic pathologies, as well as
cancer. This compound has shown promise for its protective effects against the development
of neoplasms, inhibition of tumor growth, angiogenesis, and metastasis formation, as well
as a decrease in inflammation. In addition, it has also demonstrated synergistic actions
with some chemotherapy drugs, such as, decreased unwanted effects of this therapeutic
approach. The action of different doses of DHA is still controversial in the literature and it is
quite scarce regarding the metabolic alterations, due to supplementation, in tumors. Thus,
the aim of this study is to evaluate the effects of omega-3 (DHA) supplementation at two
different doses (500 mg/Kg and 2 g/Kg) in mice with breast cancer: carcinogenic parameters,
metabolic and inflammatory profile. The results suggest that DHA has anti-tumor effects,
reducing tumor growth, decreasing the levels of pro-inflammatory cytokines in white and
brown adipose tissue (IL-6,TNF-a and IL-33), in blood plasma (1L-1b) and in the tumor (IL-6),
as well as was able to reduce the level of cytokines that act in the immune evasion process
of the tumor (TGF-b), but without significant changes in tumor metabolism at the high dose.
This was not the case with the low dose, which showed an increase in cytokines (IL-6, IL-33,
and TGF-b) and did not slow tumor growth. The high dose in the animals without tumor, led
to a reduction in serum triglyceride levels, an increase in some pro-inflammatory cytokines
(IL-6 and IL-33) in the adipose tissues and a reduction in TGF-b in the breast, as well as
a metabolic modulation with an increase in oleic acid, palmitoleic acid, and vacenic acid
in the breast tissue, which have antitumor and protective actions against the development
of breast cancer. In contrast, the low dose led to a decrease in these fatty acids. Both
doses showed no systemic toxicity, as well as no liver or kidney damage. Thus, this work
characterized the impact of DHA supplementation at two different doses on carcinogenic,
inflammatory and metabolic parameters, in which the differential role of the doses was
evident, and the antitumor role of the high dose was manifest. In addition, the metabolic
profile of the mammary tissue showed significant differences in response to the doses of
DHA, in which an increase in fatty acids that can act against tumor development, such as
oleic and vacenic acids, was observed.



Keywords: Cancer. Triple-negative breast cancer. Omega-3. DHA. Inflammation.
Metabolic profile.
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1 Introducao
1.1 Cancer

O cancer é um dos grandes problemas enfrentados pela humanidade e esta direta-
mente relacionado a pressoes fisicas, emocionais e financeiras sobre individuos, familias,
comunidades e sistemas de saude. Nesse contexto, paises que possuem sistemas de
saude limitados, pecam em relacao a diagnésticos e tratamento de qualidade em tempo
habil. Por outro lado, paises com sistemas de salude mais robustos, conseguem contornar
esses problemas, e demostram taxas de sobrevivéncia mais elevadas. S6 no ano de 2018,
foram gastos $1,16 trilhdes de délares com diagndstico e tratamento de cancer. Segundo a
Organizagao Mundial da Saude (OMS), o cancer foi a segunda maior causa de morte no
mundo em 2018. Sendo que, os tipos mais comuns em individuos do sexo masculino sao
os do pulmao, da préstata, do reto, do estébmago e do figado. Ja do feminino, sdo os da
mama, do reto, do pulméo, do colon e da tireoide (WHO, 2018).

No Brasil, estima-se a ocorréncia de 625 mil casos novos de cancer para cada ano
do triénio 2020-2022. Dos quais, o cancer de pele ndo melanoma sera o mais incidente
(177 mil), seguido pelos canceres de mama e préstata (66 mil cada), célon e reto (41 mil),
pulmao (30 mil) e estémago (21 mil). Nesse contexto, quando se considera 0 sexo feminino,
e nao se considera canceres de pele ndo melanoma, o cancer de mama € o mais recorrente
(Figura 1) e possui uma alta taxa de mortalidade (INCA, 2020).

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Colon e reto 20.520 9.1% Colon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, bronquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do atero 16.590 7.4%
Estdmago 13.360 5,9% Traqueia,bronquio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Gldndula tireoide 11.950 5,4%
Esdfago 8.690 3,9% Estdmago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 34% Ovario 6.650 3,0%

Linfoma ndao Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do utero 6.540 2,.9%
Laringe 6.470 2,9% Linforma nao Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Nameros arredondados para miltiplos de 10

Figura 1 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por
sexo, exceto pele nao melanoma*. Fonte: INCA (2020)

O cancer corresponde a um conjunto de doencas, as quais tém como principais
caracteristicas, o crescimento desenfreado de células, caracterizando uma alta taxa de
proliferacao celular, o que pode leva-lo além de seus limites usuais, invadindo partes adja-
centes ao seu sitio de origem no corpo e/ou se espalhar para outros 6rgaos (WHO, 2018).
Esse processo, chamado de metastase, advém da capacidade de as células neoplasicas
de driblar os mecanismos homeostaticos do tecido, pelo qual consegue comprometer a
estabilidade celular e tecidual (HANAHAN; WEINBERG, 2000; COOPER; HAUSMAN, 2007).
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Diversos fatores estdo relacionados com o desenvolvimento € o aumento da taxa de
canceres, desde fatores endégenos, quanto exégenos, 0s quais levam a mutagdes e ao pro-
cesso de carcinogénese. Mutagdes em genes relacionados a processos de controle do ciclo
e morte celular, conhecidos como proto-oncogenes e genes supressores de tumor, estao
intrinsecamente relacionados a tumorigénese. Ao considerar fatores externos, evidencia-se
principalmente o consumo de tabaco e alcool, dietas ocidentais, obesidade, sedentarismo
e longevidade. Por outro lado, agentes internos, como mutagées em células somaticas
e germinativas, que podem comprometer mecanismos de reparo de DNA, controle do
ciclo e morte celular, estdo diretamente relacionados a carcinogénese (WEINBERG, 2015;
WEINBERG, 2008).

Além das caracteristicas ja citadas, diversas outras vém sendo descritas e estudadas
para melhor compreensao do cancer (Hanahan e Weinberg (2000)). Nesse contexto, foram
descritas no inicio dos anos 2000, as principais caracteristicas adquiridas progressivamente
pelas células para evoluir a um estado neoplasico, as quais foram chamadas de 'Hallmarks
of Cancer’. Essas caracteristicas primeiramente compreendiam a capacidade de sustentar
a sinalizacao proliferativa, evadir aos supressores de crescimento, a resisténcia a morte
celular, adquirir imortalidade replicativa, a inducao da angiogénese e a capacidade de
invadir sitios adjacente e formar metastases. Contudo, devido as novas abordagens me-
todologicas nas areas de bioquimica e biologia molecular, novos “Hallmarks* estao sendo
compreendidos como caracteristicas fundamentais as neoplasias, como, por exemplo, a
evasao imunoldgica, a promog¢ao da inflamacao e a reprogramacao metabdlica celular
(Figura 2) (HANAHAN; WEINBERG, 2011; HANAHAN, 2022).
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Figura 2 — Caracteristicas dos canceres, conhecidos como ’Hallmarks’. Fonte: Hanahan (2022)

1.1.1 Inflamacao, Cancer e Tecido Adiposo

A idade avancada € um dos principais fatores que se associam com o desenvolvi-
mento de neoplasias mamarias (BENZ, 2008; VATTER et al., 2018), sendo que, quatro em
cada 5 casos ocorrem depois dos cinquenta anos. Outros fatores, que tém associagdo com
desbalancos em vias inflamatdérias, por exemplo, disfungées metabdlicas como a obesidade,
estao atrelados ao desenvolvimento de tumores (PICON-RUIZ et al., 2017). Nesse contexto,
o tecido adiposo tem um papel fundamental na homeostase energética do corpo, tendo uma
atuagéo central como 6rgao endécrino (DENG et al., 2016).

Uma das caracteristicas desse tecido € possuir uma grande plasticidade fenotipica e,
apesar de, ser constituido principalmente por células de gordura, essas possuem atividades
metabolicas, fisiologia e fungbes distintas. Essas impactam diferencialmente a modulagéo
da inflamacgéao e, consequentemente, o cancer. Tendo isso em vista, quatro tipos principais
de adipocitos ja sdo descritos: o branco, o rosa, o bege e o marrom (PANINA et al., 2018;
CORREA; HEYN; MAGALHAES, 2019).
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O tecido adiposo branco (WAT), do inglés White Adipose Tissue, € um dos mais bem
estudados e descritos na literatura. Fisiologicamente, seus adipdcitos sdo compostos majo-
ritariamente por acidos graxos contido em uma grande gota de gordura. Além de adipdcitos,
€ também composto por células imunoldgicas, tais como, as endoteliais, os fibroblastos, os
pericitos e os pré-adipocitos (PEIRCE; CAROBBIO; VIDAL-PUIG, 2014). Por ser o mais
abundante de todos os tecidos adiposos, esse tecido exerce um grande papel na reserva
energeética, assim como na regulagdo hormonal do corpo, por meio da sintese e liberacao
de uma gama de hormonios, chamados de adipocinas (COELHO; OLIVEIRA; FERNANDES,
2013).

Dentre os horménios produzidos pelos adipécitos, destaca-se a leptina. Esta possui como
principal fung&o o controle do apetite, assim como muitas outras fungdes no metabolismo
energético. O sistema enddcrino da leptina serve uma funcao evolutiva critica ao manter
a relativa constancia da massa tecidular adiposa, protegendo assim os individuos dos
riscos associados a serem muito magros (fome e infertilidade) ou muito obesos (preda-
cao)(FRIEDMAN, 2019). Ela também possui papel de destaque na modulagao inflamatéria
e, por consequéncia, também no microambiente tumoral (SANTANDER et al., 2015). Isso se
deve a sua capacidade de interferir na via JAK/START, aumentando a producao de proteinas
anti-apoptéticas e induzindo a producgao de citocinas pré-inflamatérias, tais como, "Tumor
Necrosis Factor-o’ (TNF-a) e Interleucina 6 (IL-6), além da indugao angiogénica mediada
pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (DUTTA et al., 2012).

Quando ha um processo de inflamagao local e/ou sistémica, decorrente de uma des-
regulagéo de WAT, ha uma influéncia direta no microambiente tumoral, de forma que, ha um
favorecimento ao estabelecimento e a sobrevivéncia das células tumorais. Neste contexto,
o microambiente tumoral é favorecido também pelo recrutamento e polarizagao de células
imunolégicas (CORREA et al., 2017). Dentre essas células, macréfagos do tipo 2 (M2) sdo
um dos principais tipos celulares que sao recrutados por adipécitos associados a tumores
por via 'monocyte chemoattractant protein-1" (MCP1), Interleucina 103 (IL-1() e C-X-C Motif
Chemokine Ligand 12 (CXCL12) (ARENDT et al., 2013).

O acumulo de macréfagos no microambiente tumoral também ja vem sendo descrito como
resultado da liberagao de DNA por adipécitos em degeneragao (NISHIMOTO et al., 2016).
Dessa forma, a desregulagao de WAT leva a um processo inflamatdério, caracterizado pela
hipertrofia e hiperplasia desse tecido, o qual facilita o estabelecimento tumoral e aumenta
a sobrevivéncia das células cancerosas (Figura 3)(CORREA et al., 2017). Em resumo, os
mecanismos que regem o microambiente tumoral e as possiveis influéncias na inflamagao e
no cancer ainda estao sendo descritos e estudados. Dessa forma, o papel do WAT na tumo-
rigénese pode servir como base, auxiliar no desenvolvimento de métodos para modulagao
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desse tecido e para um melhor prognostico do cancer.
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Figura 3 — O aumento do tamanho (hipertrofia) e da quantidade (hiperplasia) de adipécitos brancos
pode favorecer processos inflamatérios , de forma que induz a vascularizacgéao e facilita o
recrutamento de células imunolodgicas. Fonte: Corréa, Heyn e Magalhaes (2019)

Outra expresséao fenotipica dos tecidos adiposos, € o tecido adiposo marrom (BAT),
do inglés Brown Adipose Tissue, o qual, também tem papel central na regulacdo hormonal
do corpo. Além de ser um tecido fundamental para a regulagéo da temperatura corporal
(PENG et al., 2015). A elevada expressao e ativacao da proteina desacopladora 1, do inglés
"uncoupling protein 1’ (UCP1) promove o desvio de elétrons da cadeia transportadora de
elétrons durante a respiragao celular nas mitocdndrias, mediante a dissipag¢ao do gradiente
de prétons no espago intermembranar, produzindo calor ao invés da convencional produgao
de Adenosina Trifosfato (ATP). Para mais, esse tecido possui um carater predominantemente
anti-inflamatério, o oposto do WAT. A estrutura do BAT é formado por pequenas gotas de
gordura, goticulas, dispostas de forma multilocular (PEIRCE; CAROBBIO; VIDAL-PUIG,
2014) como também, possui maior numero de mitocéndrias, que sdo agentes principais da
resposta termogénica (Figura 4) (CORREA; HEYN; MAGALHAES, 2019). Além da atuagdo
no controle de temperatura, a partir da oxidacao de lipideos (KOTZBECK et al., 2018), esse
tecido, possui diversos tipos celulares que coexistem e contribuem para sua funcao. O seu
carater anti-inflamatério relaciona-se com baixa producao de citocinas pr6 inflamatérias,
assim como multiplos fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas e a presenga de
células imunoldgicas com polarizagao para um perfil mais anti-inflamatério (VILLARROYA et
al., 2016; FENZL; KIEFER, 2014; JONG et al., 2017).

O papel do BAT no céancer ainda € cabivel de controvérsias, por um lado, analises experimen-
tais demonstraram que o aumento de adip6citos marrons esté ligada a super-expressao de
genes antitumorais. Como € o caso do gene '‘phosphatase and tensin homologue’ (PTEN),
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o qual atua na regulacao da proliferacao celular e na regulagédo de processos antitumorais
(ORTEGA-MOLINA et al., 2012), por outro lado, o aumento de BAT ocasionou um agrava-
mento de casos de caquexia, em casos de tumores mais avangados, 0 que esta ligado ao
grande consumo de reservas lipidicas nesse tecido. Além do mais, o BAT superativo € capaz
de fornecer energia para o desenvolvimento de células tumorais (KIR; SPIEGELMAN, 2016).

White Pink Beige Brown
Milk production _
Energy storage during pregnancy Thermogenesis Thermogenesis
Endocrine organ Energy storage Endocrine organ

L —

Metabolic activity '|

%Mimchondria Q Nucleus (3' Lipid storage g{j). Milk vesicle Golgi

Figura 4 — Quatro principais expressoes fenotipicas dos adip()citos, 0s quais possuem caracteristicas
morfolégicas e funcionais diferentes. Fonte: (CORREA; HEYN; MAGALHAES, 2019)

Em continuidade, ha os adipdcitos bege, caracterizados idem por uma alta plasti-
cidade e por possuirem um fenétipo intermediario entre os adipdcitos branco e marrom.
Esses apresentam uma quantidade intermediaria de goticulas de gordura, os quais, a partir
de estimulos externos como baixas temperaturas, exercicios fisicos, alimentagéo e drogas
agonistas, podem adquirir caracteristicas das células adiposas marrons (Figuras 4-5). Isso
se deve, principalmente, a uma maior ativagao da proteina UCP1 (ROCHA-RODRIGUES et
al., 2016; WU; COHEN; SPIEGELMAN, 2013). Por ultimo, ha os adipdcitos rosa, os quais
também apresentam uma alta plasticidade, mas estdo presentes apenas na mama durante
a gravidez e a lactagao. Essas células possuem abundantes goticulas lipidicas citoplasmati-
cas, superficie apical com microvilosidades, reticulo endoplasmatico rugoso (RER) robusto,
complexo de golgi e granulos contendo leite (Figura 4)(CINTI, 2018; GIORDANO et al.,
2014).



Capitulo 1. Introdugao 28

Pink adipocytes White adipose tissue

< Pregnancy and Lactation

Post breastfeeding

Energy supply
Angiogenesis
Inflammatory modulation

Cold
Physical Exercise
Obesity ??é

Weight loss (cachexia)
Energy supply

»

'-I'e mperature

Beige adipose tissue

Figura 5 — O papel dos tecidos adiposos na progressao tumoral. Os adipdcitos desempenham um papel
importante na modulacao da inflamag¢éao e na funcao endécrina. A figura mostra a grande
plasticidade entre os adipocitos marrons, beges e brancos com a influéncia de alguns
indutores e a capacidade dessas células em orquestrar o microambiente tumoral, através
do fornecimento de energia e da imunomodulagéo. Fonte:(CORREA; HEYN; MAGALHAES,
2019)

1.1.2 Metabolismo e Cancer

A proliferagao celular descontrolada esta na esséncia do desenvolvimento neoplasico,
todavia ndo envolve somente a alteragao de vias proliferativas, mas também, a adaptagao
do metabolismo energético da célula. Isso se deve a necessidade de alimentar o cresci-
mento e a divisdo celular. Em condi¢des aerdbicas, as células normais adquirem energia
majoritariamente pela oxidagédo de glicose a piruvato, pela glicélise no citosol, seguida pela
oxidagao em dioxido de carbono na mitocdndria. J& em baixas taxas de oxigénio, apenas
uma pequena parte do piruvato vai para mitocondria (BONORA et al., 2012).

As células neoplasicas, por outro lado, mesmo na presenca de oxigénio, podem repro-
gramar seu metabolismo energético, favorecendo a glicolise e a formagao de lactato, ao
invés da fosforilagao oxidativa. Esse estado metabdlico é chamado de glicose aerdbica e foi
observado primeiramente por Warburg como uma caracteristica anémala do metabolismo
de células cancerosas (WARBURG, 1930; WARBURG, 1956a; WARBURG, 1956b). O efeito
Warburg ja foi descrito em diversas células de tecido embrionario de divisao rapida, dando
suporte a alta taxa de sintese de biomoléculas dessas células. No contexto das neoplasias,
0 aumento da via da glicélise, permite a utilizacao de intermediarios glicoliticos em diversas
vias de biossintese, como as de producéo de acidos graxos e colesterol, derivados de
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acucar pentoses e hexoses, glicerol, nucleétidos e aminoacidos nao essenciais (HEIDEN;
CANTLEY; THOMPSON, 2009).

A producao de ATP &, por volta de 18 vezes, menor pela glicélise do que pela fosfori-
lacdo oxidativa mitocondrial, dessa forma, a célula cancerosa precisa contornar esse ‘deficit’
energético. Para isso, ela aumenta a entrada de glicose na célula, por meio do aumento
da producgao de transportadores de glicose 1 (GLUT1) e, também, aumenta a expressao
da primeira enzima da via glicolitica, hexoquinase (HK) (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
Esse metabolismo glicolitico ja foi associado a ativagdo de alguns oncogenes, como RAS e
MYC, e a ativagao de genes supressores de tumor mutados, como P53, assim como, o au-
mento dos fatores de transcrigcao 'Hypoxia-inducible factor 1o e 2o’ (HIF1o e HIF24), os quais
favorecem a proliferagdo celular (DEBERARDINIS et al., 2008; JONES; THOMPSON, 2009).

Outra fonte de nutrientes que também é alterada em células tumorais, é a utilizagdo de
glutamina, a qual fornece nitrogénio para a sintese de diversos compostos celulares, tais
como, nucleotideos de purina e pirimidina, além disso, auxilia na absor¢do de aminoacidos
essenciais. Embora os aminoacidos nao essenciais possam ser produzidos por células de
mamiferos pela via 'de novo’, os aminoacidos essenciais devem ser adquiridos de fontes
externas. Nesse contexto, a importacdo de um aminoacido essencial, a leucina, através
da membrana plasmatica, realizada pelo transportador de aminoacidos L do tipo 1 (LAT1),
demonstrou estar acoplado a um efluxo simultaneo de glutamina (NICKLIN et al., 2009). Em
suma, a maior absorcao de glutamina esta ligada a um maior transporte de aminoacidos
essenciais para célula, assim como, € utilizada como fonte carbdnica para producao de
biomoléculas (Figura 6).
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Figura 6 — Utilizacao de Intermediarios do Ciclo Glicélise/TCA para Biossintese e Producao de NADH.
(A) Diferencas no metabolismo central do carbono de uma célula em estado quiescente
em comparag¢ao com uma célula em proliferagédo; (B) Diversas saidas biossintéticas do
metabolismo central do carbono. RTK, receptor tirosina quinase; GLUT1, transportador
de glicose 1; PKM2, piruvato quinase M2; ACSS2, acetil-CoA sintetase 2; LDH-A, lactato
desidrogenase A; PDH, piruvato desidrogenase 1; PDK1, piruvato desidrogenase quinase 1;
ACLY, ATP-citrato lisase; MCT1, monocarboxilato transportador 1; ASCT2/SN2, transportador
de glutamina. Fonte: Pavlova e Thompson (2016)

TCA cycle

Nesse cenario, quando as células cancerosas tém uma alta taxa de consumo de
nutrientes, juntamente a uma escassez no fornecimento vascular tumoral (VAUPEL; KAL-
LINOWSKI; OKUNIEFF, 1989), certas mutag¢des dao capacidades alternativas para lidar
com a baixa de precursores anabdlicos. Nessa situacao, o plasma e o fluido intersticial dos
tecidos, que é rico em proteinas soluveis, é utilizado por células cancerosas para adquirir
aminoacidos livres englobando-os por macropinocitose, seguida da degradagao lisoss6mica
dessas moléculas extracelulares (COMMISSO et al., 2013). Outras formas, de adquirir
esses nutrientes, é por meio do engolfamento e digestao de células inteiras, processo
chamado de entose, assim como a fagocitose de corpos apoptédticos do microambiente

(KRAJCOVIC et al., 2013; STOLZING; GRUNE, 2004).

Outra consequéncia da falta de fornecimento de nutrientes vasculares para o tumor, é
o surgimento de areas em hipdxia, as quais acarretam prejuizos a reagdes biossintéticas,
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gue requerem oxigénio como aceptor final de elétrons. Tal como ocorre com a ’'stearoyl-CoA
desaturase 1’ (SCD1), a qual catalisa reacdes envolvidas na produgéo de acidos graxos pela
via 'de novo’ . Nessas circunstancias, as células, importam esses acidos graxos ja “prontos”
do ambiente circundante sob a forma de lisofosfolipidos de cadeia contendo unidades acilo
(COMMISSO et al., 2013). Enquanto alguns tipos tumorais desenvolvem adaptagdes para
superar a baixa disponibilidade de acidos graxos livres, outros induzem a liberacao desses
lipideos das células normais vizinhas a partir da expressao da ’lipoprotein lipase’ (LPL) e da
‘'monoacylglycerol lipase’ (MAGL) (KUEMMERLE et al., 2011; NOMURA et al., 2010).

O estado de altas taxas de oxidagao de glicose esta também diretamente ligado a uma pro-
ducdo aumentada de acetil-CoA. Essa molécula é um substrato fundamental para enzimas
que acetilam histonas e outra proteinas. Desse modo, quando as histonas estéo acetiladas,
a fita de DNA possui maior disponibilidade transcricional e, dessa forma, ha um aumento
da expressao génica (LEI; TU, 2013; CAl et al., 2011). Além desses fatores, a interagéo
metabdlica com o microambiente tumoral é alterado pelas células cancerosas, de forma
que, células endoteliais, fibroblastos, assim como células componentes da resposta imune
inata e adaptativa passam por mudangas fenotipicas (HANAHAN; COUSSENS, 2012). A
acumulacao de lactato advinda do alto consumo de glicose e glutamina, demonstrou causar
uma atenuacédo da ativagao de células T e dendriticas, a migracdo de mondcitos, como
também, leva a uma polarizacdo de macréfagos para um perfil M2, que atua de forma
imunosupressora. Além disso, induz a liberacdo de VEGF, por células estromais associadas
ao tumor, e leva a uma acidificacdo do meio extracelular, favorecendo a degradacgao da
matriz extracelular. Esses processos atuam favorecendo o processo de angiogénese e
invasao do tumor (PAVLOVA; THOMPSON, 2016).

Em suma, as alteracdes metabdlicas celulares em tumores, abrangem trés principais
'Hallmarks’: a altera¢édo do influxo metabdlico, garantindo uma maior capacidade de adquirir
nutrientes necessarios; modulando a forma pela qual os intermediarios metabdlicos sao
atribuidos a diferentes vias que contribuem para o desenvolvimento neoplasico e por ultimo;
exercendo efeitos de longa duragao sobre 0os rumos que a célula seguira, entre os quais
se encontram alteragc6es na diferenciagdo das proprias células cancerosas, bem como dos
componentes do microambiente tumoral (PAVLOVA; THOMPSON, 2016)(Figura 7).
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Figura 7 — "Hallmarks’ do metabolismo tumoral. As células cancerosas acumulam alteracoes metaboli-
cas que lhes permitem ter acesso a fontes de nutrientes convencionais, bem como a fontes
de nutrientes nao convencionais, utilizar estes nutrientes na criacao de nova biomassa para
sustentar a proliferacao desregulada, e tirar partido da capacidade de selecionar metabolitos
para afetar o destino das proprias células cancerosas, bem como uma variedade de tipos
de células normais dentro do microambiente tumoral. Sao representadas trés camadas
de interacao célula-metabolito, todas elas se reprogramam no cancer. No topo estao as
adaptacoes que envolvem a absor¢ao de nutrientes (Hallmarks 1 e 2), seguidas de alteracoes
das vias metabolicas intracelulares (Hallmarks 3 e 4) no meio. Finalmente, os efeitos a longo
prazo da reprogramacao metabdlica na prépria célula cancerigena (Hallmark 5), bem como
em outras células do seu microambiente (Hallmark 6), sdao representados na parte inferior.
Fonte: Paviova e Thompson (2016)
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1.2 Cancer de mama

Dentre os diversos tumores malignos, o cancer de mama, destaca-se como um
dos principais tipos entre as mulheres, sendo o mais comum, atras apenas do cancer
de pele ndao melanoma. Quase um terco dos tumores femininos sdo enquadrados como
cancer de mama, a taxa de mortalidade-incidéncia desses tumores é de 15% e 0s numeros
relacionados a incidéncia de cancer de mama em locais diferentes do globo (27 em 100 000
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na Africa e leste asiatico e 97 em 100 000 na América do Norte) ressaltam que fatores de
estilo de vida aumentam o risco de desenvolvimento dessas neoplasias (BRAY et al., 2018).

Estima-se que para o triénio 2020-2022, o surgimento de 66280 casos anuais de can-
cer de mama, ou seja, 61,61 casos a cada 100 mil habitantes no Brasil, sendo que a taxa
de mortalidade, em 2019, girou em torno de 16,1% das mortes totais de cancer no pais,
assim como seguiu uma ascendéncia da curva no decorrer dos anos e no aumento da faixa
etéria (INCA, 2019; HARBECK; GNANT, 2017). Um estudo prospectivo informou que mais
de um terco dos tumores de mama que acometem mulheres de paises desenvolvidos sao
influenciados por fatores associados ao estilo de vida, como abuso de alcool, uso de tabaco,
histérico reprodutivo, terapia hormonal, menopausal e obesidade (NUR et al., 2019).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), ha diversos tipos de cancer de mama, dos
quais possuem diferentes formas de evolugdo da doenga. Alguns tumores de mama se
desenvolvem de forma rapida e agressiva, ja outros, possuem uma evolu¢ao mais limitada.
Nesse contexto, o prognéstico do carcinoma de mama varia de acordo o tamanho tumoral,
o grau de diferenciagao histolégica, a presenga de comprometimento axilar e de invasao
linfovascular (COLOZZA et al., 2005). Dessa forma, se descoberto e tratados nos primeiros
estagios do desenvolvimento da doencga, é possivel se alcangar um bom progndstico, mas
por outro lado, diagndstico e tratamentos tardios estdo diretamente ligados a um alto grau
de mortalidade.

O cancer de mama pode ser classificado em cinco tipos classicos da doenca: 1. Car-
cinoma ductal invasivo, em que as células tumorais se instalam no ducto mamario e é o
tipo de cancer mais comum entre as mulheres; 2. Carcinoma ductal in situ, o qual possui
chances de desenvolver metastases menores, porque as células tumorais se estabelecem
dentro dos ductos mamarios; 3. Carcinoma lobular in situ, que possui o segundo lugar
entre os mais comuns em mulheres, em que a neoplasia se desenvolve dentro dos Iébulos
das glandulas responsaveis pela producao de leite; 4. Carcinoma lobular invasivo, acome-
tendo os l6bulos das glandulas produtoras de leite, mas apresenta uma alta capacidade
metastatica; por ultimo: 5. Doenca de Paget, onde as células tumorais se instalam no
tecido conjuntivo da mama, e é o tipo mais raro da doenga (SERRA et al., 2014; GOBBI,
2012). A heterogeneidade da doenca é clinicamente subdividida em trés principais subtipos
baseados na expressao de receptores hormonais, estrogeno (ER) e progesterona (PR), e
a auséncia ou presenca de ’human epidermal growth factor receptor 2’ (HER2): tumores
luminais positivos para receptor de estrogeno, positivos para o receptor de progesterona e
de mama triplo-negativo (TNBC) (Figura 8) (DENKERT et al., 2017).
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5 Main Intrinsic or Molecular Subtypes of Breast Cancer
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Figura 8 — Classificacao molecular dos subtipos de cancer de mama. A categorizacao é com base
na expressao de receptores hormonais, como receptor de estrogeno (ER) e progesterona
(PR), o marcador de proliferacao Ki-67 e o receptor do fator de crescimento epidérmico
humano 2 (HER2). O progndstico varia em fun¢ao do subtipo de cancro da mama, sendo
que, medicamentos especificos, como Herceptina, sao utilizadas em tumores positivos
para HER2 e como oTamoxifeno para tumores positivos para ER. Fonte: Adaptado do
Biorender” V.

O TNBC caracteriza-se por nao apresentar niveis detectaveis dos receptores hormo-
nais de estrogeno e progesterona e de HER2 (BIANCHINI et al., 2016). Esse tipo de cancer
evidéncia como principais caracteristicas clinicas: uma alta invasividade, em que 46% dos
pacientes apresentardo metastases distantes; alta taxa de reincidéncia ap0s cirurgia, por
volta de 25%; e esta diretamente ligado a piores progndsticos e altas taxas de mortalidade
da doencga (YIN et al., 2020). Nos Estados Unidos, 12% do total de tumores diagnosticados,
sao TNBC (BIANCHINI et al., 2016).

Devido a heterogeneidade dos tumores TNBC, podem ser classificados a partir de analises
histoldgicas, moleculares, metabdlicas e de expressao génica. A maior parte dos TNBC sao
agrupados como carcinomas mamarios invasivos (LIVASY et al., 2005). Nesse contexto, os
TNBC, também, podem ser subdivididos considerando as alteragdes em vias metabdlicas,
por exemplo: o subtipo lipogénico (MSP1); o glicolitico (MPS2); e 0 metabdlico misto (MPS3)
(GONG et al., 2021)

Quando se considera a complexidrade dos tumores de mama, as abordagens terapéuticas
dependem de alguns fatores, como a fase de desenvolvimento do tumor, a presenga ou
auséncia de receptores hormonais, assim como, de fatores de crescimento. Os tratamentos
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convencionais, utilizam-se de quimioterapias, radioterapias e cirurgias. Essas abordagens
estdo centradas na diminuicdo do crescimento celular e, mesmo demonstrando potentes
resultados, carregam uma alta taxa de citotoxicidade, atingindo células saudaveis, devido a
sua nao especifidade (VALASTYAN; WEINBERG, 2011; BIANCHINI et al., 2016). Por causa
disso, abordagens antineoplasicas adjuvantes ou alternativas, como imunoterapias, vém
sendo estudadas e desenvolvidas para mitigar os efeitos tdxicos ou até mesmo potencializar
terapias convencionais (CAO; NIU, 2020).

Individuos afetados por tumores triplo-negativos tendem a apresentar pior progndstico
quando comparados a outros categorias de neoplasias mamarias (MALORNI et al., 2012).
Isso se deve a expressdes nao detectaveis de ER, PR e HER2, pois, quando as células
tumorais apresentam biépsias PR+ e ER+, sdo passiveis de tratamento com bloqueadores
hormonais, assim como tumores ER-, mas PR+. Com isso, € possivel tratar de forma mais
direcionada e especifica nesses casos. Quadro que nao é aplicavel aos TNBC, fazendo
com os tratamentos sejam mais invasivos e téxicos, principalmente realizados com quimio-
terapicos (PERNAS; TOLANEY, 2019; GOLDHIRSCH et al., 2011).

Uma célula de linhagem de cancer de mama triplo-negativo (ER-, PR-, HER2-), murino,
bastante utilizada na pesquisa, é a célula 4T1 (PIZATO et al., 2019), a qual é classificada
como pertencente ao subgrupo glicolitico MSP2 (SIMOES et al., 2015), o que demostra que
essas células apresentam preferéncia metabdlica pela utilizagéo de glicose (via glicolitica).
Ademais, é um modelo amplamente empregado no estudo de tumores primarios de mama
murinos. A célula 4T1 possui uma grande semelhanga com canceres de mama humanos em
estagio IV de desenvolvimento, ao fato de ser bastante tumorigénica e metastatica, o que
leva a metastase em diversos sitios distantes do tumor primario, como ganglios linfaticos,
sangue, figado, pulmao, cérebro, e osso (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, ;
PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2000).

1.3 Acidos Graxos Poliinsaturados (PUFAs)

Os acidos graxos de poli-insaturados, chamados de PUFAs, sdo acidos graxos que
possuem na sua cadeia de hidrocarbonetos, mais de duas ligagdes duplas. Duas importan-
tes classes desses acidos sdo os de 6mega-3 (n:3 PUFAs) e 6mega-6 (n:6 PUFAs), que
possuem a primeira ligacdo dupla, em relagao a grupo metil do final da cadeia carbénica,
no terceiro e no sexto carbono, respectivamente. (YAQOOB, 2009). Esses sao derivados
do &cido linoleico (n:6 LA) e o-linoleico (n:3 ALA), que podem levar a sintese endégena de
diferentes outros PUFAs. O metabolismo de LA leva a formacao do acido araquidénico (n:6
ARA). Ja o metabolismo de ALA leva a formacéo do acido eicosapentanoico (EPA), que
seguido de reacdes de elongacao e dessaturagao, leva a formacao de acido docosahexa-
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enoico (DHA). Por ndo serem sintetizados pela via de novo da célula, sdo considerados
essenciais e, dessa forma, precisam ser adquiridos pela dieta (MORI, 2017).

As principais fontes dos acidos graxos de 18 carbonos se da, majoritariamente, pela
ingestdo de peixes selvagens de agua fria, mamiferos marinhos ou por suplementagéo a
base de 6leo de peixe (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2018). Outros alimentos, mais comuns a
dieta, como o0s 6leos de soja e de canola, chia e linhaga possuem quantidades significativas
(tipicamente <50%) de &cido alfa-linoleico (ALA). Dentre estes, os que possuem maiores
efeitos biolégicos descritos, sdo o EPA e o DHA. Todavia a producao deses compostos, de
forma enddgena, é bastante reduzida em humanos, da mesma forma que, fatores como
idade e alteragbes metabdlicas, levam a uma maior redugao dessa producdo (TROESCH et
al., 2020).

Nesse contexto, a encorporacgao diaria na dieta desses lipideos, pode conduzir a uma
elevacao das suas concentragcdes plasmaticas, para que, dessa forma, possam executar
suas diversas fungdes benéficas ao organismo. As agbes protetoras envolvendo os n:3
PUFAs e diversas condi¢des patolégicas vém sendo amplamente estudadas. Por exemplo,
seu efeito antitumoral testados in vitro e in vivo (SERRA et al., 2019; TEVAR et al., 2002;
JING; WU; LIM, 2013), em doencas cardiacas e sindromes metabdlicas (ANIL, 2007; DYALL,
2015; HOLUB, 2009) , como também, seus efeitos em estimular o desenvolvimento do
sistema neural (CAO et al., 2009) e, também, a sua capacidade neuroprotetora em alguns
tipos de infecgdes, como € o caso de infec¢ao pelo Zika virus (BRAZ-DE-MELO et al., 2019).

Os mecanismos de acao dos n:3 PUFAs é bastante amplo, de forma que, pos-
suem a capacidade de modular mecanismos moleculares das células. Esses compostos
modulam propriedades de dindmica de membrana, tal como modulam a expresséo de
genes que atuam na producdo de mediadores inflamatérios ativos (RODRIGUEZ-CRUZ;
SERNA, 2017). Tendo como exemplo, a partir do DHA, sédo produzidas as moléculas anti-
inflamatdrias resolvinas, protectinas e maresinas, as quais atuam diretamente em processos
de resolucao da inflamagéao, assim como sdo fundamentais para a manutencao da homeos-
tasia celular (ZARATE et al., 2017). Uma classe de moléculas derivadas dos PUFAs sio
0s epoxieicosanoides, os quais ja foram demonstrados, a partir de estudos pré-clinicos,
suas propriedades cardioprotetoras, vasodilatadoras, anti-inflamatérias e anti-alérgicas
(SCHUNCK et al., 2018).

Os n:6 PUFAs, como o ARA, também evidenciam importancia para o desenvolvi-
mento fisico e mental (MASHAVAVE et al., 2016) atuando, também, na modulagédo da
membrana plasmatica e expressao génica (HUERTA-YEPEZ; TIRADO-RODRIGUEZ; HAN-
KINSON, 2016). Todavia, o consumo desses compostos tem que ser moderada, pois,
atuam na modulagao de processos inflamatérios, por meio da producao de mediadores
pro-inflamatoérios (PATTERSON et al., 2012). Dietas ocidentais sdo mais ricas em carnes
vermelhas e ovos, tal como é pobre em carnes brancas e 6leos vegetais. Desse modo, a
taxa de n:6 PUFAs em relagéo a n:3 PUFAs é aumentada, favorecendo a competi¢ao por
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enzimas que sao responsaveis pela produgao de mediadores inflamatérios, favorecendo um
perfil mais pro-inflamatério. Nesse contexto, fica evidente a necessidade de se suplementar
com dietas ricas em n:3 PUFAs para que os valores dessa taxa fiquem mais proximos
(HUERTA-YEPEZ; TIRADO-RODRIGUEZ; HANKINSON, 2016).

Outra forma de atuacédo dos n:3 PUFAs é a partir da modulacao metabdlica de
células do tecido adiposo. Diversos mecanismos estao diretamente ligados a esse processo,
dentre eles, o DHA e o EPA demonstraram a capacidade de ativar a proteina quinase
ativada por AMP (AMPK) a promover a [3-oxidag¢éo do tecido adiposo. Tal qual, foi capaz de
prevenir a lipogénese hepatica dependente de AMPK e do fator de transcrigdo regulados do
metabolismo de glicose e de lipideos, PPARx (SIRIWARDHANA et al., 2013). Por altimo,
Chang et al. (2015) evidenciou o papel dos n:3 PUFAs, juntamente ao fator de transcri¢ao
PPARYy, na polarizagédo de macrofagos M2 e a diminui¢cdo da inflamagéo.

O tecido adiposo € um dos que sofre maiores influencias advindas dos PUFAs. Isso
se deve ao seu papel como principal reserva de 4cidos graxos no organismo (HAMES et
al., 2015). Os n:3 PUFAs estao envolvidos em vias celulares, que levam a hiperplasia e
hipertrofia adipocitéria, no qual sédo capazes de mitigar esses processos. Tal como, atuam na
diferenciagao de pré-adipocitos em adipécitos maduros (SIMOPOULQOS, 2016). Para mais,
levam a um aumento do metabolismo energético, por meio da estimulagao da biogénese
mitocondrial (HENSLER et al., 2011).

Nesse contexto, a melhora de parametros inflamatérios esta diretamente ligada
a algumas acdes no perfil de expressdao de adipocinas, como a adiponectina, a qual
desempenha um papel anti-inflamatério, a uma inibicado da producéo de citocinas proé-
inflamatérias produzidas a partir do fator de transcricao NF-xB, como IL-6, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), proteina-1 quimioatraente de mondcitos (MCP-1) e o inibidor do
ativador do plasminogénio 1 (PAI-1) (NESCHEN et al., 2006). Outras moléculas de carater
pré-inflamatério secretadas pelos adipécitos, sdo as prostaglandinas e eicosandides. No
entanto, a sintese dessas moléculas € diminuida quando se tem maiores concentragdes de
EPA, por exemplo. Dessa forma, EPA compete com o &cido araquiddnico pela incorporacao
nas membranas celulares, assim como, para substrato da producéo de eicosandides a partir
do ARA (WORTMAN et al., 2009).

1.3.1 Acido docosahexaenoico (DHA)

O DHA é uma molécula bastante flexivel e pode atuar afetando propriedades fisicas
das membranas celulares, como fluidez, flexibilidade e espessura (HISHIKAWA et al., 2017).
Como ja dito, é sintetizada por meio de uma séria de reacdes enzimaticas a partir do EPA
(CALDER, 2017). Esse &cido graxo essencial 6mega-3 é encontrado principalmente em
peixes marinhos selvagens (YAMAGATA, 2017). Os metabdlitos gerados a partir dele sao
principalmente mediadores pro-resolugéo derivados de DHA, epdxidos de DHA, neuro-



Capitulo 1. Introdugao 38

prostanos, etanolaminas e acilglicerois. Esses compostos desempenham diversas func¢des
no organismo, tais como, aumento do consumo energético, inducédo do catabolismo lipi-
dico, modulacao da resposta imune, resolugao inflamatéria, assim como atua no reparo e
regeneracao tecidual (KUDA, 2017).

O consumo de DHA ja é relacionado na literatura cientifica como fator central na
manutencao da func¢ao neural, sendo relacionado a saude cerebral e a melhora de condi-
¢Oes associadas ao sistema nervoso central, principalmente durante o desenvolvimento
embrionario (SUN et al., 2018). Também esta relacionado a diminui¢cao do risco de desen-
volvimento da doenca de Alzheimer (YASSINE et al., 2017), tal e qual desordens, como
depressao, bipolaridade, doenga de Parkinson e Esclerose Amiotréfica Lateral (ZARATE et
al., 2017). Uma das moléculas produzidas a partir do DHA, a neuroprotectina D-1, atua na
protecdo do cérebro contra doengas neurodegenerativas e envelhecimento (ECHEVERRIA
etal., 2017).

Além das suas acgdes centrais no sistema nervoso, o consumo de DHA esta associ-
ado a diminui¢éo do risco de diversas doencgas, como alguns tipos de tumores (SLAGSVOLD
et al., 2010). Assim como, demonstrou atividade potencializadora de quimioterapias (ME-
RENDINO et al., 2013), como também, atua de forma protetora contra os efeitos adversos
advindos dessa terapia (FREITAS; CAMPQOS, 2019). Isso se deve as suas propriedades anti-
proliferativas, pré-apoptoéticas, anti-angiogénicas e anti-metastaticas, podendo ser utilizado
como eficiente adjuvante em tratamentos quimioterapicos (MERENDINO et al., 2013).
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2 Justificativa

Tendo em vista os efeitos benéficos da suplementacdo com dmega 3 DHA em diver-
sas patologias, principalmente em decorréncia da modulagédo exercida sobre o metabolismo
lipidico e sobre a inflamagéo. Assim como, devido as suas agdes anti-tumorais, tais como,
protetor contra o desenvolvimento de neoplasias, inibicao do crescimento tumoral, da angio-
génese e da formacao de metastases, além do arrefecimento de sintomas dessa patologia e
efeitos adversos da quimioterapia, radioterapia e cirurgia. Esse papel do DHA em processos
de carcinogénese ainda ndo é consensual, demonstrando papéis duais. Essa dualidade
pode depender do tipo de cancer, do tecido de origem, do estagio de desenvolvimento tumo-
ral e dose utilizada. Dessa forma, fica evidente a necessidade de estudos que explorem as
possiveis agdes diferenciais das doses de DHA em condi¢des patoldgicas ou ndo. Ademais,
o papel que essa suplementacao pode exercer sobre o metabolismo tumoral e mamario, tal
qual, se essas alteragdes tém alguma influéncia das doses diferenciais é bastante escassa
na literatura e se faz necessaria a investigagao.
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3 Objetivo

Avaliar os efeitos da suplementagdo com Omega-3 (DHA), por duas doses diferentes,
sobre parametros carcinogénicos, perfil metabdlico e inflamatério em camundongos com
cancer de mama triplo-negativo.

3.1 Objetivos especificos

*Avaliar a influéncia das doses no comportamento e em alteracdes clinicas dos
animais;

Avaliar o papel das doses na modulagao de parametros bioquimicos, hematoldgicos
e inflamatérios sistémicos;

*Avaliar a modulacao das doses no peso e nas alteragdes morfoldgicas teciduais do
figado e do bago dos animais tratados;

*Averiguar a influéncia das doses suplementadas na alteragdo morfolégica dos
tecidos adiposos branco subcutaneo e marrom, no peso e no perfil inflamatoério desses
tecidos;

*Avaliar a presenga de metastase no pulmao, nos linfonodos e alteragdes morfol6gi-
cas do intestino;

*Verificar se as doses de DHA influenciam no volume tumoral, na morfologia do
tecido tumoral, na modulacao do perfil inflamatério e na alteragao do perfil metabdlico do
cancer de mama triplo-negativo 4T1 e da mama.
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4 Materiais e Métodos
4.1 Delineamento Experimental

Foram utilizados camundongos fémeas (N=60), os quais foram divididos em dois
grandes grupos, saudaveis e com cancer (N=30), dos quais foram subdivididos em 6
diferentes grupos experimentais (N=10) (Tabela 1). Sendo eles, animais com e sem cancer
suplementados com agua filtrada, com DHA na dose de 500mg/Kg e 2g/kg (citar a tabela).
Os animais foram suplementados diariamente, por via oral (pipeta), durante 60 dias. No dia
30 de suplementacao, as células 4T1 foram inoculadas na mama. A eutanasia foi realizada
no 60° dia de suplementacao, seguida da coleta e andlise de sangue e excisdo dos 6rgaos.
A avaliacao para a aplicagdo do ponto final humanitario foi realizada a partir de alguns
critérios. Primeiramente, avaliando a perda de peso dos animais, que nao podera exceder a
taxa de 20%, que sera utilizado como um dos parametros para caquexia. Assim como a
massa tumoral, que nao podera exceder em 15% o peso do animal, assim como parametros
comportamentais explicitados na seg¢ao 4.5 (WORKMAN et al., 2010).

Tabela 1 — Especificacao dos grupos experimentais, suas siglas representativas e N amostral.

Grupos experimentais Sigla N amostral
Animais saudaveis suplementados com agua filtrada HC 10
Animais saudaveis suplementados com DHA500 mg/Kg HLD 10
Animais saudaveis suplementadoscom DHA 2 g/Kg HHD 10
Animais com cancersuplementados com agua filtrada CC 10
Animais com cancersuplementados comDHA500 mg/Kg CLD 10

Animais com cancersuplementados comDHA 2 g/Kg CHD 10
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Eutanasia

Coleta de sanque, lavado peritoneal

» excisao de orgaos

30 DIAS
60 DIAS
' _ o sy,
: " )
- .‘Q’u :‘:‘—'\:
- : e’
Inicio da suplementacao Inoculagao tumoral
0.5 g/iKg 1x10° células (4T1)
204a/Kg

Figura 9 — Linha do tempo evidenciando os passos experimentais da suplementacao. Passo 1: Inicio
da suplementacao de todos os animais com duas doses de DHA e agua filtrada. Passo 2:
Cultivo de células da linhagem 4T1 em meio RPMI com 10% de Soro Fetal Bovino. Passo
3: Inoculacgédo das células 4T1 na quantidade de 1x10°. Passo 4: Fim da suplementacéo e
eutanasia dos animais para coleta das amostras e 6rgaos para analise. Passo 5: Andlise e
processamento dos dados adquiridos.

4.2 Linhagem Celular e Modelo Tumoral

Células de cancer de mama triplo-negativo murino 4T1 (numero da ATCC: CRL-2539)
foram cultivadas em meio RPMI (GIBCO) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(GIBCO) e 1% de penicilina/estreptomicina. O cultivo foi realizado em estufa umida a 37 °C
e 5% de CO,. As células tumorais foram implantadas por via ortotépica no ducto da quinta
glandula mamaria dos animais (ROMERO et al., 2019), na concentracédo de 1x10° células,
contadas em camara de Neubauer (ANDRADE et al., 2020). Para a inoculagdo do tumor,
os animais foram anestesiados com uma solugao de xilazina (10 mg/kg) + quetamina (80
mg/kg). Os animais que ndo foram inoculados com as células 4T1, foram inoculados com
solugao de 'Phosphate-buffered saline’ (PBS) para mimetizar os estresses sofridos durante
o procedimento.
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4.3 Modelo Animal

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Balb/C selvagens, entre 8-12
semanas de vida, fornecidos pelo biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
(IPTSP) da Universidade Federal do Goias (UFG). Os animais foram mantidos a23 £ 1 °C,
em ciclos de luz claro/escuro de 12 horas e com acesso a agua e racao 'ad libitum’. Todos
os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA)
do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de Brasilia (UnB).

4.4 Acido Docosahexaenoico (DHA)

Foi utilizado para a suplementagao dos animais capsulas de dmega-3 a base de 6leo
de peixe, 50% DHA: 10% de EPA adquirido comercialmente. E extraido através de processo
de alta tecnologia onde se isenta de impurezas e metais pesados, certificado pelo Programa
Internacional de Padrdes de Oleo de Peixe (IFOS ™). As doses foram estabelecidos usando
como base diversos estudos que exploraram o potencial de dmega-3 rico em DHA e EPA em
mitigar o desenvolvimento de tumores. Fasano et al. (2017) compararam diversos trabalhos,
os quais se utilizaram de diferentes doses, que vao desde 0,2 g/Kg até 16 g/kg de DHA+EPA,
em modelos murinos de cancer de mama e prostata, evidenciando que ha efeitos distintos
dependendo da dose. Nesse contexto, geralmente doses mais altas, demonstram maiores
efeitos antitumorais. Dessa forma, foram escolhidas duas doses, uma baixa 0,5 g/Kg e
uma alta 2 g/kg, para avaliar os efeitos dessas em diversos parametros relacionados ao
desenvolvimento tumoral .

4.5 Observacoes Clinicas e Afericao do Peso dos Animais

Foram observadas, ao longo do experimento, a atividade motora e comportamento
dos animais, se estariam demonstrando uma atividade similar a observada inicialmente no
seu ambiente. Assim como, foi observado se os animais estdo com a postura curvada, e
imdveis na gaiola. Também, foram avaliados individualmente, por inteiro, para examinar os
olhos, focinho, boca, orelhas, vibrissas, a superficie corporal e a coloragdo de suas patas,
cauda e orelhas. Por ultimo, foi avaliada a condicdo da pelagem. Essas anélises foram
realizadas e registradas em tabela de pontuagéo para auxiliar na quantificacdo do bem-estar
animal (Tabela 2). A avaliagao clinica, conjuntamente, foi realizada por meio de alguns
parametros como perda de peso, diarreia e inapeténcia. (WHITEHEAD et al., 2014; PAULO;
(CEUA), 2020).
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Tabela 2 — Tabela utilizada como base para avaliar parametros motores, comportamentais, condic6es
corporais. Fonte: Paulo e (CEUA) (2020)

Escore
Parametro
1 2 3 4

Comportamento Andando, correndo, |Grau Grau
espontaneo comendo, bebendo |intermedidrio |intermediario |Imdvel, inativo, prostrado

Postura normal

parado ou em Grau Grau
Postura movimento intermediario |intermediario |Curvado, agachado, deitado

Movimentos

regulares e Grau Grau Movimentos irregulares,
Respiragao confortaveis intermediario |intermediario |respiragao forgada
Condicao da Grau Grau Suja, despenteada,
pelagem Limpa e brilhante intermediario |intermediario |piloeregdo

Limpo, brilhante, Grau Grau Fechados, presenca de
Olhos aberto intermediario |intermediario |secreg¢ao, opaco

Emagrecido, Flancos

Boa cobertura Grau Grau murchos, abdémen
Condigao corporal |muscular intermediario |intermediario |distendido
Total Geral

4.6 Analises Histopatoldgicas e Peso dos Orgaos

Foram coletadas amostras de tumor, linfonodos, mamas, pulméo, bago, figado, rins,
tecido adiposo branco visceral (vWAT) e subcutaneo (sWAT), tecido adiposo marrom (BAT),
sessao do intestino. ApGs a excisao, os tecidos adiposos, o figado e o bago foram pesados.
Os 6rgaos foram fixados em paraformaldeido 4 %, desidratados em solugdes alcodlicas,
diafanizados em xilol e emblocados em parafina. Foram feitos cortes microscépicos entre
8 e 12 micrbmetros, corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE). As analises
histopatoldgicas foram realizadas utilizando-se de microscopio éptico Olympus BX51.

4.7 Dosagem de Parametros Inflamatoérios

Apds a excisao, os tecidos adiposos (sWAT, BAT), as mamas e os tumores foram
congelados em nitrogénio liquido (Nz). Posteriormente, para extragéo de proteina, foram
retiradas e pesadas porgdes desses 6rgaos (541£24Q), por conseguinte, foi adicionada a
solucédo de tampao de extracao (KCI:0,66 g /Tris: 0,061 g /EDTA: 0,037 g /H20 q.s.p 50
ml /pH 7.5) na propor¢ao de 9 ml/g de tecido. Conjuntamente, foi adicionado inibidor de
protease (Sigma Aldrich) 50 ul/g de tecido, seguida da maceragéo do tecido. Por ultimo, as
amostras foram centrifugadas a 4°C, 10 000 G, por 15 minutos e o sobrenadante foi coletado
e utilizado para as dosagens. Foram dosadas as citocinas IL-13 (Catalog No.: DY401), IL-6
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(Catalog No.: DY406), IL-33 (Catalog No.: DY3626), TGF-B (Ref. Number: 14-8352-68) e
TNF-a (Catalog No.: DY410), assim como, a quimiocina MCP1(Catalog No.: DY479),
utilizando-se ’kits’ de ensaio de ELISA comerciais para camundongo (R&D/eBioscience). As
instrugdes do fabricante foram seguidas e os niveis de citocinas foram apresentados em
niveis absolutos (pg/mL).

4.8 Coletas e Analises de Sangue

Os animais tratados e nao tratados foram anestesiados com solucao de xilazina e
quetamina, como descrita no tdpico 4.2, no dia da eutanasia para coleta de sangue por
pungéo cardiaca. Do volume total da amostra, foram utilizados 100uL de sangue para
analises hematolégicas e 900ulL para as analises com o soro.

4.8.1 Analises Hematolégicas

Para avaliar possiveis processos inflamatorios, alérgicos e anémicos decorrentes
da suplementacdo, as amostras de sangue foram armazenadas em tubos 10% EDTA
K3 MiniCollect® 0,25 ml K3E e processadas no Analisador Automatico de Hematologia
Sysmex pocH-100i ™ Diff (Sysmex) (Curitiba / Parand, Brasil) calibrado para camundongos.
Foram avaliados os seguintes parametros hematologicos: eritrograma, leucograma e série
plaquetaria.

4.8.2 Analises Bioquimicas

Para avaliar a funcao hepatica, renal, perfil lipidico e estado nutricional apos a su-
plementacado dos animais, 900 uL de sangue foram obtidos por puncao cardiaca, em tubo
com gel separador MiniCollect® Z Serum Sep, que, posteriormente foi centrifugado a 1100
G por 10 min, seguido da coleta do soro. A andlise foi feita em um analisador bioquimico
automatico Chemwell-t (Labtest, Brasil), conforme orientacdes do fabricante. Foram realiza-
dos os seguintes exames: Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato aminotransferase
(AST) e Albumina para avaliagdo da funcéo hepatica, creatinina K, ureia para avaliagao
renal e Colesterol, Trigliceridios, lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de
alta densidade (HDL) para avaliar o perfil lipidico.

4.8.3 Dosagem de Citocinas do Soro

De modo a se verificar se as diferentes condi¢cdes experimentais influenciaram o perfil de
citocinas presentes no soro dos animais, foram dosadas a IL-13 e TGF-f3, utilizando-se ’kits’
comerciais para ensaio de ELISA (R&D). As instru¢cbes do fabricante foram seguidas e os
niveis de citocinas foram apresentados em niveis absolutos (pg/mL).
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4.9 Analises do Tumor e Mama
4.9.1 Volume Tumoral

Os tumores foram medidos (comprimento e largura) com paquimetro digital stainless
hardened® em dias alternados até o dia da eutanasia. Para calcular o volume tumoral, o

. e . . 2
comprimento e a largura da massa do tumor foram utilizados seguindo a férmula V=% %

descrita por Faustino-Rocha et al. (2013). Sendo que V é o volume, W é a largura do tumor
e L € o comprimento.

4.9.2 Andlises de Perfil Metabdlico Tumoral por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espec-
trometria de Massas (CG-EM)

Para avaliar a alteragéo do perfil metabdlico global da mama e do tumor dos animais
suplementados com as duas doses de DHA, os tecidos foram excisados e congelados
em N, e entdo armazenados a uma temperatura de -80 °C (N=6). Por conseguinte, foram
pesados e seccionados em por¢oes entre 18-22 mg de tecido. Posteriormente, foi adici-
onado 1ml da solugdo de extracdo (Isopropanol/Acetonitrila/Agua (3/3/2)). As amostras,
assim, foram homogenizadas e centrifugadas por 10 minutos a 10 000G. O sobrenadante
foi coletado e transferido para um microtubo, seguido da adicdo de ribitol 0,2 g/ml, no
volume 60uL, e da secagem realizada em um ’speed-vac’, a 30°C. O extrato seco, entéo, foi
ressuspenso em solugdo Acetonitrila:Agua (1/1). Aliquotas de 200 uL foram entao transferi-
das a outro tubo e foi adicionado 40uL de Metoxamina Hidroclorido 20 mg/ml em piridina,
seguida da agitacao orbital por 2h a 37°C. Apss esse processo, foi adicionado N-Methyl-
N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (MSTFA) e agitada em orbital por 30 min, a 37°C. Por
ultimo, uma aliquota de 100uL foi transferida para tubo de vidro de analise (BUDCZIES
et al., 2012) para espectrometria de massa por cromatografia em fase gasosa (CG-EM)
com analisador quadrupolo (Agilent 7890-5975), equipado com uma coluna HP5-MS 30m
(Agilent) e com coleta de cerca de 2,5 ’scans’/segundo. A temperatura inicial de injegao foi
70° C, durante 5 minutos, e foi aumentanda para 350 °C a uma taxa de 5 ° C.min -1, depois,
foi imediatamente reduzida a 330 °C e foi mantida essa temperatura durante 5 minutos. Os
espectros gerados foram identificados a partir do banco de dados do 'National Institute of
Standards and Technology’ (NIST), e foram selecionadas as que possuiam fator qualitativo



Capitulo 4. Materiais e Métodos 47

>70. Os dados foram normalizados pela massa de tecido utilizada e transformados por logs,.
Seguido da avaliagao da normalidade e aplicagdo do teste estatistico mais recomendado
para cada caso. Foram consideradas diferengas significativas com p<0.05 (Secéo 4.10). As
analises foram realizadas nos 'softwares’ MetaboAnalyst 5.0, Vanted 2.8.2 e GraphPadPrism
v.9.0.0.

4.10 Analises Estatisticas

A andlise estatistica dos dados foi realizada com a utilizacao do programa GraphPad-
Prism v.9.0.0. A normalidade das variaveis continuas foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Diferencgas entre os grupos analisados foram investigadas através de ANOVA (para dados
que seguiram a distribuicdo normal) ou Kruskal-Wallis (no caso de nao haver distribui-
¢ao normal), seguido do pés teste indicado para cada situacdo (Tukey ou Dunn’s). Os
grupos foram comparados simultaneamente para identificacao de diferengas significativas
representativas.

Para escolha do N amostral, segundo Moore et al. (2016) e Wang et al. (2018) é
necessario um tamanho amostral de 10 animais para validagdes estatisticas de anélises de
composi¢cado da microbiota intestinal, que foi um dos objetivos do projeto. A avaliacdo de
alteracdo da composicao da microbiota nao foi finalizada até a publicacao desse documento.
Além disso, esse numero assegura as possiveis perdas de animais em decorréncia dos
procedimentos experimentais ou possiveis estresses, como também a caquexia decorrente
do cancer (Hain et al. 2019, Wilson et. al. 2020).
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5 Resultados e Discussao
5.1 Resultados
5.1.1 Observacodes Clinicas e Afericao do Peso dos Animais

Os animais suplementados, HHD e CHD, apresentaram diarreia nas seis primeiras
semanas, caso que foi contornado apds esse periodo e que nao foi observado nos grupos
HLD e CLD (Figura 10) . Além disso, apresentaram resisténcia em tomar a suplementagao
a partir da segunda semana. Nao foram observadas alteracdes na atividade motora e no
comportamento, como, por exemplo, postura curvada, imobilidade na gaiola e inapeténcia.
Assim como, ndo apresentaram nenhuma modificagdo nos olhos, no focinho, na boca, nas
orelhas, nas vibrissas, na superficie corporal e na coloracao de suas patas e cauda. Tendo
em vista o peso dos animais durante a suplementacéo, houve uma redugéo do peso dos
animais do grupo HHD em comparacao ao grupo HLD e, também, reducao do peso do
grupo CLD em comparacao ao CC.
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Figura 10 — Peso dos anim’ais (9)- (A) Peso dos animais no decorrer da suplementacao medido sema-
nalmente. (B) Area sobre a curva (AuC) do peso dos animais do grafico A. * p <0,05.

5.1.2 Andlises de Parametros do Sangue e do Soro
5.1.2.1 Andlises Hematoldgicas
5.1.2.1.1 Eritrograma

A analise do eritrograma evidenciou um aumento do numero de Hemacias (RBC) e
da porcentagem de Hemacias no volume de sangue total (HCT) no grupo HHD em relagéao
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ao HC, o que ndo ocorreu nos grupos dose baixa. Assim como, um aumento do volume das
hemacias (MCV) e da quantidade média de hemoglobina contida num glébulo vermelho
(MCH) no grupo CHD em relagéao ao HHD. Foi, também, observada uma diminuigédo de
MCH e da concentragdo média de hemoglobina corpuscular presentes na hemacia (MCHC)
no grupo HLD, comparado as HC. Por ultimo, foi observado um aumento da largura de
distribuicdo de glébulos vermelhos como coeficiente de variagdo (RDW-CV) nos grupos
HHD e CC em relagao aos grupo HC e da largura de distribuicao de glébulos vermelhos
como desvio padrao (RDW-SD) dos grupos com cancer comparado aos seus respectivos
controles sem cancer (Tabela 3).

Tabela 3 — Analises hematologicas (Eritrograma). Os dados foram expressos como média * desvio
padrao. Os asteriscos seguidos pela sigla de cada grupo evidenciam as diferencas signifi-
cativas entre eles. * p <0,05; ** p <0,01. RBC - glébulos vermelhos; HGB-Hemoglobina; HCT-
Hematocrito; VCM - volume corpuscular médio; Hemoglobina corpuscular média; MCHC -
Concentracao média de hemoglobina corpuscular; RDW-CV - Largura de distribuicao de
globulos vermelhos como coeficiente de variacao; RDW-SD - Largura de distribuicdo de
globulos vermelhos como desvio padrao. HC: Controle saudavel; CC: Controle cancer; HLD:
Saudavel dose baixa; CLD: Cancer dose baixa; HHD: Saudavel dose alta; CHD: Cancer dose

alta.

Treatment REC HGB HCT MCV MCH MCHC RDW-CV RDW-SD

Groups (x108uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (%) (%)

HC 9,926+ 15,36 38,19+ 38,47« 15,48+ 40,23+ 17,88% 30,21+
0,4502 0,7631 1,793 0,4001 0,4341 0.9214 0,4022 0,5915

cc 9,785+ 14,94+ 38,15+ 38,98% 15,28+ 39,15+ 19,38 33,79
0,2672 0,2875 1,078 0,4301 0,2252 0,5880 0,3454HC  (,4824"HC

HLD 10,45+ 15,64+ 40,20+ 38,47+ 14,96 38,91 18,50+ 30,94+
0,2067 0,4551 1,151 0,5122 0,2271 0,4557 0,2539 0,5777

*HC *HC

CLD 10,17+ 15,39+ 39,68+ 39,04+ 15,13 38,80+ 20,06 34,25

0,4929 0,7492 1,995 0,3926 0,2053 0,4140 0,4207 0,6147HDL
*HDL

HHD 11,01 16,61+ 42,48t 38,47+ 15,08+ 39,09+ 19,24% 31,88+

0,885HC 1346 3,215 0,5122 0,2394 0,5043 0,3609HC 0 5633
*HC

CHD 10,02+ 15,54+ 39,34+ 39,27% 15,51 39,49+ 20,22+ 34,87%

0,6726 1,111 2,607 0,2312 0,1853 0.4999 0,6088 0,5638
*HHD *HHD =HHD

P-value 0,0007 0,0205 0,0016 <0,0001 0,0002 0.2209  <0,0001 <0,0001
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5.1.2.1.2 Leucograma e Plaquetograma

A andlise do leucograma mostrou um aumento de leucocitos (WBC), principalmente
causada pela presenca de tumor, evidenciado nos grupos CC e CLD, em relagdo a HC
e HLD respectivamente. Fato que nao ocorreu no grupo CHD. Ja nas taxas de células
pequenas (W-SCR) e grandes (W-LCR), na contagem absoluta de células grandes (W-LCC),
houve um aumento dos grupos com cancer comparado aos seus respectivos controles sem
cancer. Ja em relacao ao taxa de células médias (W-MCR) , houve um aumento do grupo
CC em relacao a HC e do grupo CHD em relacdo a HHD. Em relagédo a contagem absoluta
de células pequenas (W-SCC) e médias (W-MCC) ficou evidente o aumento nos grupos
CLD comparado a HLD e CC comparado a HC. Por fim, ndo foram observadas alteragdes
no numero de plaquetas (PLT) (Tabela 4).

Tabela 4 — Analises hematolodgicas (leucograma e plaquetograma). Os dados estao expressos como

média + desvio padrao. Os asteriscos seguidos pela sigla de cada grupo evidenciam as diferencas

significativas entre eles. * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. WBC- Leucécito total; W-SCR - taxa de cél-
lulas pequenas (linfocitos); W-MCR — Taxa células médias (basofilos, eosinodfilos e
neutroéfilos); W-LCR- Taxa de células grandes (mondcitos); W-SCC - Contagem absoluta de
células pequenas (linfocitos); W-MCC - Contagem absoluta de células médias (basofilos,
eosinodfilos e mondcitos); W-LCC - Contagem absoluta de células grandes (neu-tréfilos);
PLT - Plaquetas. HC: Controle saudavel; CC: Controle cancer; HLD: Saudavel dose baixa;
CLD: Cancer dose baixa; HHD: Saudavel dose alta; CHD: Cancer dose alta.

Treatment WBC  W-SCR _ W-MCR  W-LCR  W-SCC W-LCC  W-MCC  PLT MPV
Groups  (x10%uL) (%) (%) (%) (x10¥pL)  (x10%pL)  (x10¥pL) (x10%uL)  (fL)
HC 6,080+ 70,84 28,25+ 0,100+ 4,000t  0,04000x 1,680+ 9423: 7,630+
2,277 3,095 2,902 0,6641 2,189 0,05164 04756  168,8  0,2584
cc 63,75%  21,49% 70,30% 8,213% 12,98% 5463 4538+ 9561+  8,250%

22217HC 54227HC  4,6057HC  2,019°MC  3,092°HC  27557HC  17,78"HC  172,7  0,2563°H
C

HLD 6,840+ 70,40+ 29,00+ 0,6000+ 5100+  0,05000+ 1,890+ 1004+ 7,850+
2,978 3,971 3,916 0,5637 2,373 0,07071  0,5567  178,9  0,3295
CLD 74,012 24,00% 66,39+ 9,525% 17,04% 7,588t 49,30+ 9943+ 8,357k

22,817°HLD 5 q22°HLD 2,262 3,091™HLD 3 966" "HLD 4 570"HDL 16,41°HL 595  0,24407H
D LD

HHD 7,090+ 67,84z 29,561 2,600z 4,740z 0,2100+ 2,140+ 797,2+  8,367%
2,344 4,847 2,117 2,966 1,407 0,2767 0,7877 3159 0,1528™H
C=CLD
CHD 37,23+  20,69% 69,73+ 9,240% 7,390 3,820% 26,02+ 6052+ 8,367+

15,82  3,4327HHD 2 546™°HHD 4 §54"HHD 2 479 2,295 1127  304,8  0,1528

P-value 0.7660 <0,00801 <0,0001 0.8557 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0101  <0,0001
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5.1.2.2 Analises Bioquimica
5.1.2.2.1 Fungdo Renal

Em relacdo aos testes bioquimicos de parametros da fungado renal, ndo houve
alteracdes significativas entre os grupos analisados. Fato que, evidencia a ndo toxicidade
das doses de DHA administradas (Figura 11).
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Figura 11 — Parametro bioquimicos séricos renais.

5.1.22.2 Lipidograma

Tendo em vista que a suplementagdo com DHA é categorizada como uma dieta com
alto teor lipidico e capaz de alterar o metabolismo de gordura, foi avaliado se as diferentes
concentracoes administradas poderiam modular sistemicamente o perfil e/ou metabolismo
lipidico dos animais. Nesse sentido, foi observada uma diminuigao dos niveis plasmaticos
de triglicerideos no grupo HHD em relacao ao HC, fato ndo observado na dose baixa.
Ficou evidente uma diminuigao de colesterol e HDL no grupo CHD em relacdo ao HHD e
diminuicdo de HDL no grupo CC em relagcédo a HC (Figura 12).
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Figura 12 — Perfil lipidico sistémico. * p <0,05; *** p<0,001. HDL - Lipoproteina de alta densidade; LDL -
Lipoproteina de baixa densidade.

5.1.2.3 Andlise de Citocinas do Soro

A inflamacéo € um parametro que atua de forma dual na carcinogénese e progressao
tumoral. A depender das particularidades dos mecanismos de estabelecimento e evasao
imune de cada tipo de tumor, o balango inflamatério pode promover um microambiente
anti ou pré-tumorigénico. A linhagem celular 4T1 é um tumor inflamatério que se beneficia
do aumento do recrutamento de células imunes, bem como da producgéao de citocinas pro-
inflamatérias para sua progressdo. Considerando as informagdes acima, fez-se necesséria
a avaliagdo do impacto da suplementagao com DHA no perfil inflamatério sistémico de
animais com ou sem cancer. De forma geral, foi observado uma diminui¢cdo dos niveis
séricos da citocina pro-inflamatéria 1L- nos animais do grupo CHD em comparagéo aos do
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grupos HLD e HHD. Em contrapartida, néo foi observada alteragdes significativas dos niveis
séricos da citocina anti-inflamatéria TGF-{ entre os grupos (Figura 13).
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Figura 13 — Analises de citocinas sistémicas. Dosagem realizada por ensaio de imunoabsorcao en-
zimatica (ELISA). * p <0,05. 1L-3 - Interleucina 13; TGF-3 - Fator de transformacao do

crescimento f3.

5.1.3 Andlises do Figado

O risco de alteragdes hepaticas € um dos principais fatores considerados quando se
avalia o impacto das diferentes dietas hiper lipidicas, o que inclui dietas ricas 6mega-3.

5.1.3.1 Peso

Dentre os parametros morfolégicos analisados, foi avaliado o impacto da suplementa-
c¢ao com DHA no peso do figado dos animais. Foi observado uma redugao do peso hepatico
do grupo HHD em comparacao ao HC e CHD (Figura 14).
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Figura 14 — Peso do figado (g). * p <0,05
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5.1.3.2 Histopatologia

Foi observada hepatite nos grupos com cancer. Essa nao possui critérios de especi-
ficidade como eosindfilos, balonizagdo de hepatdcitos, esteatose, granulomas ou elementos
heterdlogos, sendo, portanto, inespecifica. Também, nao foi possivel observar necrose de
hepatocitos (Figura .

Health Cancer

LD

Figura 15 — Histologia do figado corada com H&E. Os triangulos pretos indicam a presenca de hepatite
nos tecidos. W - animais suplementados com agua filtrada; LD - animais suplementados
com a dose baixa (500 mg/Kg); HD - animais suplementados com a dose alta (2 g/Kg).

5.1.3.3 Andlise de Parametros Bioquimicos da Funcao Hepatica

Visando a caracterizacao dos efeitos da suplementagdo com DHA na fungéo hepatica
foram realizadas anadlises bioquimicas das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT), uma vez que a presenga dessas enzimas no sangue é
indicativo de lesdo ou patologias nesse tecido. Nesse sentido, foi observado uma diminuigao
dos niveis séricos das enzimas AST e ALT nos grupos CHD em comparacao aos HHD
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e uma diminuicao de AST no grupo CHD em relacao ao CC. Em relagao aos niveis de
albumina, ndo foram observadas alteracdes significativas entre os grupos (Figura 16).
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Figura 16 — Parametro bioquimicos hepaticos. AST - aspartato aminotransferase; ALT - alanina amino-
transferase. * p <0,05; ** p <0,01.

5.1.4 Andlises do Baco
5.1.4.1 Peso

Alterac¢des morfolégicas de érgaos linfoides s&o importantes indicativos de modula-
¢ao da resposta imune do individuo, sendo assim, um parametro essencial para a avaliagao
do papel da suplementagcdao com DHA em animais com ou sem cancer. Ademais, o tumor
de mama 4T1 é caracterizado por levar a formacao de metastase em diversos érgaos, tal
como o bacgo, e também a casos de esplenomegalia. Tendo isso em vista, foi observado
aumento do peso do bacgo para todos os grupos com cancer, isto €, CC, CLD e CHD. No
entanto, apenas os grupos HLD e CLD apresentaram diferengas significativas. (Figura 17).
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Figura 17 — Peso do baco (g). * p <0,05.
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5.1.4.2 Histopatologia

Seguindo com a andlise morfoldgica do baco, foi realizado histologias do tecido que
indicaram a presenca de émbolos tumorais metastaticos em parénquima esplénico nos
grupos com cancer (CC, CLD, CHD). Contudo, nao foram observadas anormalidades no
tecido dos animais controle e suplementados com DHA sem cancer (HC, HLD, HHD) (Figura
18).

Health Cancer

Figura 18 — Histologia do baco corada com H&E. Os tridngulos pretos indicam a presenca de émbolos
tumorais metastatico em parénquima esplénico nos tecidos. W - animais suplementados
com agua filtrada; LD - animais suplementados com a dose baixa (500 mg/Kg); HD - animais
suplementados com a dose alta (2 g/Kg).

5.1.5 Andlises dos Tecidos Adiposos

Devido a acao do n:3 PUFAs em modular o metabolismo lipidico, levar a lipdlise,
reduzir os depdsitos de gordura, assim como levar a modulagao inflamatéria, ativacao
de BAT e ao amarronzamento, foram feitas anélises do peso, histoldgicas e do perfil de
citocinas dos tecido adiposos.
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5.1.5.1 Brown Adipose Tissue (BAT)

5.1.5.1.1 Peso

O peso de de BAT interescapular néo foi alterado em decorréncia dos tumores de

mama, nem das diferentes doses de DHA (Figura 19).
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Figura 19 — Peso do tecido adiposo marrom (BAT) interescapular (g).

5.1.5.1.2 Histopatologia

As estruturas de BAT dos tecidos demonstraram arquitetura tecidual preservada,

sem influencia das condi¢des experimentais.
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Figura 20 — Histologia do tecido adiposo marrom (BAT) interescapular corado com H&E. W - animais
suplementados com agua filtrada; LD - animais suplementados com a dose baixa (500
mg/Kg); HD - animais suplementados com a dose alta (2 g/Kg).

5.1.5.1.3 Anadlise do Perfil Inflamatdrio

Em relagdo a citocina IL-6, foi possivel observar um aumento dose-dependente
nos grupos sem cancer, como também um aumento no grupo CLD em relagdo ao CC.
Por outro lado, no grupo CHD, foi observada uma diminuicdo em relagédo ao CC e uma
reducdo acentuada em relagdo a CLD (p<0,0001). Além disso, foi verificado uma diminuigao
acentuada (p<0,0001) do grupo CHD em relacao a HHD. Pegando como parametro IL-
33, foi possivel observar um aumento no grupo HHD em relacédo a HC, assim como, um
aumento no grupo CLD em relagéo a CC. Ja em relagéao ao grupo CHD, foi evidenciado uma
diminuicdo em relagéo ao grupo HHD e CLD. Avaliando os niveis de TNF-a, houve uma
redugdo significativa no grupo CHD em relac&o aos grupos CLD e HHD. Ja a quimiocina
MCP1 foi reduzida no grupo CHD comparado a HHD. TGF-{3 também foi diminuida no grupo
CHD em relacao a CLD, CC e HHD (Figura 21).
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Figura 21 — Dosagem de citocinas do tecido adiposo marrom (BAT) interescapular realizada pelo
método de ensaio de imunoabsor¢cao enzimatica (ELISA). * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001;
**** p<0,0001. IL-6 - Interleucina 6; IL-33 - Interleucina 33; TNF-« - fator de necrose tumoral
o; MCP1 - proteina quimioatrativa de monécito 1; TGF-$ - Fator de transformacéo do
crescimento f3.

5.1.5.2 Subcutaneous White Adipose Tissue (sWAT)
5.1.56.2.1 Peso

Foi observado apenas uma reducao de sWAT no grupo HHD em relagdo ao HLD
(Figura 22) .
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Figura 22 — Peso do tecido adiposo branco subcutaneo (sWAT). * p <0,05.
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5.1.56.2.2 Histopatologia

O sWAT apresentou uma fibrose no grupo CHD, mas os demais tecidos demonstra-
ram arquitetura tecidual preservada (Figura 23).
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Figura 23 — Histologia do tecido adiposo branco subcutaneo (sWAT) corado com H&E. W - animais
suplementados com agua filtrada; LD - animais suplementados com a dose baixa (500
mg/Kg); HD - animais suplementados com a dose alta (2 g/Kg).

5.1.5.2.3 Anélise do Perfil Inflamatorio

Nao foram observadas alteragdes nos niveis de TNF-o e IL-33 nos grupos analisados.
Todavia, ao avaliar IL-6, foi observado um aumento dose dependente nos grupos sem cancer,
juntamente a um aumento no grupo CLD em relagéo ao HLD. Foi possivel identificar também
uma diminui¢ao no grupo CHD em relacao aos grupos CLD e HHD (Figura 24).
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Figura 24 — Dosagem de citocinas do tecido adiposo branco subcutaneo (sWAT) realizada pelo método

5.1.5.3

5.1.5.3.1

de ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA). * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001; ****
p<0,0001. IL-6 - Interleucina 6; IL-33 - Interleucina 33; TNF-u - fator de necrose tumoral
o; MCP1 - proteina quimioatrativa de monécito 1; TGF-$ - Fator de transformacéo do
crescimento f3.

Visceral White Adipose Tissue

Peso

Nao foram observadas variacdes significativas no peso de vWAT, o que revela a ndo
influéncia das doses de DHA, tal e qual, to tumor (Figura 25).
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5.1.5.3.2 Histopatologia

Os 6rgaos amostrados e analisados apresentam arquitetura preservada, sem altera-
¢des marcantes (Figura 26).
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Figura 26 — Histologia do tecido adiposo branco visceral (vWAT) corado com H&E. W - animais suple-
mentados com agua filtrada; LD - animais suplementados com a dose baixa (500 mg/Kg);
HD - animais suplementados com a dose alta (2 g/Kg).

5.1.6 Andlises Histopatoldgicas do Pulméo, Linfonodo Inguinal e Intestino

Os 6rgaos, pulmao, intestino e linfonodo analisados apresentam arquitetura preser-
vada, sem alteragbes histopatoldgicas marcantes (Figuras 27 e 28 ).
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Health Cancer

Figura 27 — Histologia do tecido pulmonar corado com H&E. W - animais suplementados com agua
filtrada; LD - animais suplementados com a dose baixa (500 mg/Kg); HD - animais suple-
mentados com a dose alta (2 g/Kg).
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Figura 28 — Histologia do intestino corado com H&E. W - animais suplementados com agua filtrada;
LD - animais suplementados com a dose baixa (500 mg/Kg); HD - animais suplementados
com a dose alta (2 g/Kg).

5.1.7 Andlises do Tumor e da Mama
5.1.7.1 Volumo Tumoral

Os tumores medidos ndo apresentaram diferengas significativas no decorrer da
suplementacéao (Figura 29A e 29B). Por outro lado, houve uma diminui¢ao significativa do
volume tumoral final no grupo CHD em relag@o ao CC (Figura 29C).
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Figura 29 — Volume tumoral (mm3). A. As medidas (comprimento e largura) foram feitas em dias
alternados a partir da deteccao do tumor sélido. O volume foi calculado pela formula

V = @ detalhada por Faustino-Rocha et al. (2013). B. Area sobre a curva do grafico A. C.

Volume tumoral final. * p <0,05.

5.1.7.2 Histopatologia

As andlises histopatoldgicas da mama nao demostraram nenhuma alteragao mar-
cante, a presencga de acinos de revestimento colunar simples, sem atipias, organizados
em l6bulos, demonstrando uma arquitetura preservada. Ja em relacao aos tumores, foram
observadas células médias e grandes, de nucleos megdlicos, irregulares, com cromatina
aberta, macronucleolados e citoplasma amplo e anfofilico, organizadas em tubos malfor-
mados. H& presenca de necrose liquefativa, infiltrado inflamatério peritumoral associado a
edema intersticial, congestao vascular e extravasamento de hemacias (Figura 30).
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Figura 30 — Histologia da mama (lado esquerdo) e do tumor (lado direito) corados com H&E. Os
triangulos pretos indicam a presenca necroses tumorais. W - animais suplementados com
agua filtrada; LD - animais suplementados com a dose baixa (500 mg/Kg); HD - animais
suplementados com a dose alta (2 g/Kg).

5.1.7.3 Andlise do Perfil Inflamatorio

Em relacéo IL-6, foi observada uma diminuigdo no grupo CC em relagéo ao HC, além
disso, uma diminuicao do grupo CHD em relagao ao CLD. Ficou evidenciada uma diminuicao
de TGF-$ no grupo HHD em comparagéo a HLD e no grupo CHD em relag&o a CLD. Tendo
em vista TNF-a, foi observada uma diminuigdo de no grupo CC em consideragao a HC. Por
fim, ndo foram evidenciadas alteracdes estatisticamente significativas na citocina IL-33 e na
quimiocina MCP1 entre os grupos (Figura 31).
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Figura 31 — Dosagem de citocinas do tecido mamario (barras nao hachuradas) e do tumor (barras
hachuradas) realizada pelo método de ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA). * p
<0,05; ** p <0,01. IL-6 - Interleucina 6; IL-33 - Interleucina 33; TNF-o - fator de necrose
tumoral «; MCP1 - proteina quimioatrativa de mondcito 1; TGF-§ - Fator de transformacao
do crescimento 3.

5.1.7.4 Anélise do Perfil Metabdlico

Para avaliar as diferencas do perfil metabdlico global da mama e do tumor dos
animais suplementados com as duas doses de DHA, foi feita analise de GC-MS para
detecgao de diferentes metabdlitos. Ao todo, foram identificadas 40993 variaveis, as quais
foram identificadas a partir do banco de dados do ’National Institute of Standards and
Technology’ (NIST) e, a partir disso, 202 moléculas foram selecionadas com fator qualitativo
>70 , dentre essas 52 foram diferencialmente alteradas entre os grupos, com p<0.05.

A partir da andlise de ’clusterizagao’ hierarquica, foi possivel observar uma aglome-
ragao do perfil de metabdlitos decorrente do tipo de tecido avaliado, mama ou cancer, e
que nao demonstrou relacdo com as doses de 6mega-3. Ficou evidente no ’heatmap’ a
aglomeracao dos grupos com cancer no lado esquerdo e do tumor no lado direito. Semelhan-
temente, a partir do PLSDA, também € possivel observar as distancias entre metabdlicas
entre os grupos, utilizando-se dos principais metabdlitos que com abundéancia distinta e, da
mesma forma, ficou evidente a segregacao dos grupos com e sem cancer(Figura 32A).
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Figura 32 — Perfil metabodlico das mamas e dos tumores de animais tratados com DHA. Os animais
foram suplementados durande 60 dias com duas doses distintas, 500 mg/Kg e 2 g/Kg.
As amostras de mama e tumor foram entao submetidas a GC-MS, os dados foram nor-
malizaddos pela massa de tecido e transformados por log 2 com posterior analise pelo
‘software’ MetaboAnalyst, pelo qual foi plotado ’Hierarchical Clustering Heatmap’ (A) e
o ’score’ Partial Least Squares - Discriminant Analysis (PLS-DA) (B). LD: dose baixa; HD
dose alta.

Cada metabdlito foi analisado separadamente, conforme a normalidade de cada
um, e foi possivel encontrar diferencas significativas de metabdlicos, como aminoéacidos,
carboidratos, acidos graxos, nucleotideos, horménios e acidos orgéanicos, os quais estao
associados com a via glicolitica, ciclo do acido citrico, metabolismo de aminoéacidos, de
colesterol, de creatina, de purina, de pirimidinas e de acidos graxos.

As diferencgas significativas foram moduladas principalmente em relagcéo ao tecido
analisado, mama e tumor, do que uma modulagao das doses de DHA. A via glicolitica
foi uma das que mais apresentaram uma maior quantidade de diferencas significativas
entre os grupos dos metabdlitos. Isso ja se era esperado pelas alteragées nas células em
decorréncia do processo de carcinogénese, caso cléssico do efeito Warburg. Assim, foi
possivel observar uma alteragdo do metabolismo de carboidratos, no qual fica evidente
uma tendéncia de aumento nos niveis de tagatofuranose, galactose, maltose, manose e
frutose. Contrariamente, foi observado uma diminui¢ao de glicose. O efeito Warburg também
é caracterizado pela modulagao de intermediarios do CAC e foi possivel observar um
aumento de fumarato e do 4cido tricarbalilico, inibidor da enzima aconitase, a qual catalisa
a reacao de citrato a isocitrato. Os intermediarios do CAC sao substratos para produgao de
diversas biomoléculas, o que inclui a sintese de aminoéacidos, sendo assim, observou-se,
também, uma tendéncia de aumento nos grupos com cancer dos aminoacidos prolina,
aspartato e treonina, tal como de 5-oxoprolina, derivada do glutamato. Outros aminoacidos,
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advindo de intermediarios da glicose, também foram aumentados nos mesmos grupos,

como serina, glicina, valina, leucina, alanina, tirosina e fenilalanina (Figura 33).
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Figura 33 — Alteracoes da via glicolitica, do ciclo do acido citrico e do metabolismo de aminoacidos da
mama e do tumor. *Os asteriscos correspondem as diferencas significativas nos grupos

com a mesma dose de suplementacdo, mas com ou sem tumor.

* p <0,05; ** p <0,01;

*** p<0,001. #As hashtags correspondem as diferencas dos grupos dose alta (HHD) em
relacao ao controle saudavel (HC). # p <0,05. HC: Controle saudavel; CC: Controle cancer;
HLD: Saudavel dose baixa; CLD: Cancer dose baixa; HHD: Saudavel dose alta; CHD: Cancer

dose alta.
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Para mais, houve modulacdo do metabolismo de bases nitrogenadas, o que é
evidenciado pelo aumento de inosina, um intermediario da sintese de purinas (adenina e
guanina). Nesse caso, foi observado um aumento significativo no grupo CLD em relagéo a
HLD (Figura A). Ainda mais, houve alteragdes no metabolismo de pirimidinas, visto que foi
possivel observar um aumento 34de uridina e pirimidinas no grupo CLD em comparacéao
a HLD também (Figura B). Foi possivel observar também a alteracdo nos niveis de ureia,
produzida a partir da degradacao 34 de aminoacidos, a partir do ciclo da ureia, o que foi
evidenciado pela tendéncia de aumento nos grupos com cancer, mas apenas significativa
no grupo CHD em relagcédo a HLD (Figura 34C).
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Figura 34 — Alteracdes do metabolismo de pirimidinas e purinas e do ciclo da ureia da mama e do
tumor. *Os asteriscos correspondem as diferencas significativas nos grupos com a mesma
dose de suplementagcao, mas com ou sem tumor. * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. HC:
Controle saudavel; CC: Controle cancer; HLD: Saudavel dose baixa; CLD: Cancer dose
baixa; HHD: Saudavel dose alta; CHD: Cancer dose alta.

Outros metabdlitos que também sofreram alteracdo foram relacionados ao ciclo
metabolismo de cretina. Dessa forma é possivel observar uma tendéncia de aumento de
cretinina nos grupos com cancer. Esse composto € gerado a partir do metabolismo de
creatina, que ocorre em altas taxas de consumo energético, sendo fundamental para o
transporte de ATP entre membranas celulares, o que pode levar a formacao de creatinina
irreversivelmente. Contudo, s6 foi possivel observar diferencga significativa no grupo CLD em
comparacao a HLD (Figura 35A). J4 em relacdo ao metabolismo de colesterol, foi possivel
observar um aumento de pregnenolona, esse composto é fundamental para a produgao de
hormonios esterdis e é o principal precursor de hormdnios corticosteroides, andrégenos e
estrégenos. Foi possivel observar um aumento nos grupos com cancer, mas com aumento
significativo nos grupos CHD e CLD em relagcdo a HHD e HLD, respectivamente (Figura
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35B).

Ja em relacdo ao metabolismo de acidos graxos, foi observado uma diminui¢cdo nos
grupos CHD e CC em relagdo a HHD e CH, respectivamente de acido oleico e palmitoleico.
Além disso, ficou evidente a alteragdo desses lipideos no tecido mamario, caso que foi
correlacionado com as doses de DHA. Assim, foi observada a diminuicédo significativa de
acido oleico no grupo dose baixa (HLD) em comparacao ao controle saudavel (HC) e um
aumento da dose alta (HHD) em comparacao a dose baixa (HLD). Também, foi observada
uma diminuicao significativa de acido palmitoleico na dose baixa (HLD) em relacao ao
controle saudavel (HC). Esse &cidos graxos sdo da familia dos monoinsaturados e tem
papéis centrais na carcinogénese. Para mais, foi observada uma reducgao significativa de
acido linoleico, um acido graxo essencial, o qual tem um papel central no metabolismo de
ARA, no grupo CHD em relagéo a HHD. Por ultimo, foi observado uma diminuigé&o de acido
vacénico nos grupos CHD e CC em relagéao a HHD e HC, respectivamente. Ja nas mamas,
também foi observado uma diminuigdo no grupo HLD em relagdo a HC e um aumento no
grupo HHD em relagdo a HLD. Nesse contexto, fica evidente uma atividade diferencial das
duas doses nesses acidos graxos, no tecido mamario (Figura 35C).
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Figura 35 — Alterac6es do metabolismo de creatina, colesterol e acidos graxos da mama e do tumor.
*Os asteriscos correspondem as diferencgas significativas nos grupos com a mesma dose
de suplementagao, mas com ou sem tumor. * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. #As hashtags
correspondem a diferencas dos grupos dose alta (HHD) em relacao ao controle saudavel
(HC). # p<0,05; ## p <0,01. $ Os cifroes representam as diferengas dos grupos (HHD) em
relacdo a (HLD). $ p<0,05; $$ p <0,01. HC: Controle saudavel; CC: Controle cancer; HLD:
Saudavel dose baixa; CLD: Cancer dose baixa; HHD: Saudavel dose alta; CHD: Cancer
dose alta.
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5.2 Discussao

Nas ultimas duas décadas o numero de diagnosticos de cancer praticamente dobrou,
saiu de 10 milhées em 2000 para 19,3 milhées em 2020. Nos dias atuais, 1 em cada 5
pessoas irdo desenvolver cancer na vida e a tendéncia nesses numeros é de aumento.
Conjuntamente, o nimero de mortes também possuem tendencia de aumento, de 6,2
milhdes em 2000 para 10 milhdes em 2020. Nesse contexto, o cancer de mama tornou-se
a neoplasia mais diagnosticada, ultrapassando o cancer de pulmao (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, ). O TNBC é caracterizado por uma alta invasividade, levar a formacao de
metastases e, consequentemente estar associado a altas taxas de mortalidade (YIN et al.,
2020).

Na busca por terapias com menor nivel de toxicidade, fardo caracteristico da quimiote-
rapia e radioterapia, ou de terapias adjuvantes, que possam potencializar essas abordagens
classicas, diversos compostos ja demonstraram potencialidade para o tratamento de neo-
plasias. Nesse cenario, os n:3 PUFAs apresentam acdes capazes de mitigar o crescimento
tumoral (FASANO et al., 2017), diminuir os efeitos adversos da quimioterapia, evidenci-
ando efeitos analgésicos, antidepressivos e mitigando a sindrome de anorexia-caquexia
(FREITAS; CAMPOQOS, 2019). Nesse contexto, durante a suplementacéao, foram avaliadas
alteracdes na atividade motora, no comportamento, alteragées clinicas morfologicas, assim
como perda de peso, diarreia e inapeténcia dos animais. Os resultados demonstraram
uma resisténcia em tomar a suplementacao dos animais, a partir da segunda semana de
experimento, assim como presenga de diarreia nos animais suplementados, todos com
a dose alta (2g/Kg). Devido a isso, foram feitas laminas histolégicas do intestino desses
animais e nao foram encontradas alteragdes histopatoldgicas marcantes. Os efeitos dos n:3
PUFAs ja vem sendo descrito em diversos estudos, principalmente a sua capacidade de
alterar a composicao da microbiota, manter a integridade da parede intestinal e interagir
com as celulas imunes locais (COSTANTINI et al., 2017). A diarreia em decorréncia da
injesta de DHA/EPA também ja foi descrita como consequéncia da suplementacgao, o que
se deve a mudancgas na microbiota intestinal, todavia, ndo se sabe exatamente a relacéo
da dose com essa condi¢do. Porém, apesar de terem sido demonstradas as alteragdes no
perfil do microbioma intestinal, essas altera¢cdes nao foram moduladas de forma significativa
(WATSON et al., 2018). Essa condigao a qual foi contornada a partir da sexta semana de
suplementacao (Colocar que as analises de microbiota do meu estudo ainda estdo sendo
realizadas ?).

Os efeitos do n:3 PUFAs vao além da alteracdo da microbiota, eles também con-
seguem diminuir a porcentagem de massa gorda e diminuir a perda de massa magra
em modelos de HFD. Esses efeitos sado diretamente ligados ao aumento da sensibilidade
a insulina (CHO et al., ), na modulagado do metabolismo lipidico, como na formacao de
eicosanoides, na diminuicao da adipogénese (HENSLER et al., 2011), no aumento da termo-
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génese e na regulagao de adipocinas, alterando a concentracdo plasmatica de adiponectina
e leptina (ALBRACHT-SCHULTE et al., 2018). Para verificar as alteracoes possivelmente
decorrentes desses processos, foi avaliado o peso dos animais no decorrer da suplementa-
¢ao e foi possivel observar uma diminuigao do peso nos animais sem cancer na dose alta
em relagdo a dose baixa, evidenciando que o efeito da diminuicdo de peso ocorreu apenas
na dose alta. Esse efeito pode ser devido a diminuigdo de depdsitos de WAT, que ocorreu
principalmente no subcutaneo nos mesmos grupos, assim como a diminuicao de apetite,
geralmente relacionada ao consumo de n:3 PUFAs (ALBRACHT-SCHULTE et al., 2018).

Por outro lado, quando se tem a presenca de neoplasias, os efeitos desses acidos
graxos sao, de certa forma, controversos, efeitos tais que dependem do tipo de cancer
avaliado, as fontes desses acidos graxos (ALA, EPA, DHA), a dose e a taxa n:6/n:3 e fatores
genéticos (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2018; FREITAS; CAMPQOS, 2019). Alguns estudos
demonstram a nao interferéncia da suplementagao no processo de caquexia, assim como,
nao sao indicados em alguns tipos de cancer e quadros caquéticos muito avangados (RIES
et al., ). Em contrapartida, por conseguir equilibrar o metabolismo energético, impedir a
perda de massa magra e ter efeitos anti-inflamatérios, pode auxiliar em casos de caquexia
decorrente de canceres avancados (FREITAS; CAMPOS, 2019). Fato que, foi possivel
observar pela diminuicdo do peso dos animais CLD, mas ndo nos CHD, demonstrado que
o efeito protetivo pode ter ocorrrido na maior dose, mas ndo na menor dose, também
evidenciado pela n&o alteragdo das massas dos tecidos adiposos avaliados. O peso dos
animais é apenas um dos fatores que se avalia em casos de caquexias, sendo necessaria
a avaliacao do perfil inflamatério, assim como a perda de massa muscular, dessa forma
seriam necessarias outras avaliagdes para se ter melhores conclusodes.

A avaliagédo de fatores hematoldgicos € um importante método para diagnosticar
doencas, diversos parametros podem ser utilizados para predizer severidade, mortalidade
e possiveis abordagens terapéuticas em pacientes com cancer de mama (DIVSALAR et
al., 2021a), além disso, sdo importantes marcadores para inflamacao sistémica (CETIN et
al., 2014). Devido a isso, foram realizados exames hematoldgicos nos animais no final da
suplementacgao e foi possivel observar que nos resultados do eritrograma as alteragoes
significativas ocorreram principalmente devido a presenga ou nao de cancer, evidenciadas
principalmente nos niveis de RDW, caracteristicos de condi¢cdes que levam a degradacéao
de eritrocitos em situagdes de carater inflamatério (SALVAGNO et al., 2015), sem influéncia
das doses de n:3 PUFAs. Outro fato importante € que ouve um aumento de Eritrécitos no
grupo HHD em relagédo ao controle saudavel, evidenciado pelos resultados de RBC e HCT.
A eritropoiese, aumento de hemacias, ja foi relatada por Al-Daraji et al. (2010) em galinhas
suplementadas com 6leo de peixe, por outro lado, Nnamonu et al. (2020) demonstrou a nao
alteracdo de RBC em ratos suplementados com doses <250 mg/Kg. O mecanismo como
os n:3 PUFAs podem influenciar no aumento de hemacias ainda nao é bem elucidado, mas
€ importante evidenciar que houve influéncia da dose alta, mas nao na dose baixa desse
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parametro.

No que se refere ao leucograma, a maior parte das diferencas significativas, também
foram em relagéo a presenga de tumor nos animais, ndo havendo relagdo com as doses
de n:3 PUFAs. Isso foi evidenciado nos valores de W-SCR, W-LCR e W-LCC, todavia,
em relagcdo a WBC, as diferencas s6 foram encontradas entre os grupos CC e HC, como
também, entre CLD e HLD, fato qual ndo ocorreu entre grupos dose alta, CHD e HHD. Essa
tendéncia de diminuicado de WBC foi impulsionada, provavelmente pela contagem de células
pequenas, no caso, leucocitos (W-LCC) e de células médias, representadas por basofilos,
eosindfilos e neutrofilos (W-MCC). O aumento de WBC ja é algo evidenciado em pacientes
com cancer de mama , assim como, os niveis de linfocitos e neutréfilos sao ferramentas
importantes para o diagnostico da fase e monitorizacdo do cancro da mama (DIVSALAR et
al., 2021b). Deste modo, € possivel observar que na dose alta, apesar de haver a presenca
de tumor nos animais, nao levou a um aumento significativo dessas células, o que pode
caracterizar um perfil menos inflamatério (KHAN SA KHOSO, 2017).

Ja em relacao ao plaguetograma, nao foi observada diferenca significativa na con-
tagem de plaquetas (PLT), todavia, o volume plaquetario médio (MPV) estd aumentado
nos grupos com cancer CC e CLD em relagdo ao HC e HLD respectivamente. O MPV é
um importante parametro para avaliar a funcao e a ativacao plaquetaria, pois, plaquetas
com maiores volumes sdo mais ativas metabolica e enzimaticamente do que as meno-
res e desempenham um papel central na angiogénese tumoral, assim como, plaquetas
jovens possuem maiores volumes. As células malignas produzem citocinas, tais como a
interleucina-1 e outros fatores de crescimento, que induzem a producao de plaquetas. Ha
evidéncias crescentes de que tumores e células endoteliais sédo influenciadas por VEGF,
factores de crescimento e interleucinas secretadas por plaquetas (HERAS et al., 2010).
Um fato importante é que MPV também esta aumentado no grupo dose alta sem cancer
(HHD), comparado ao HC e HLD, em que nao ha presenca de tumor. Caso que pode
estar relacionado com o aumento de citocinas, principalmente IL-6 (KASER et al., 2001)
observado nos tecidos adiposos, o qual induz a formagao de plaquetas. As plaguetas sao
um tipo celular bastante sensivel as altera¢cdes ambientais, e esse aumento de volume pode
nao estar necessariamente ligado a suplementacéo, sendo necessarias outras analises para
corroborar com esses achados. Contudo, a trombopoiese, ou seja, formacao e liberacéo
de plaquetas, € relacionada aos niveis de IL-6, que estimula esse processo por meio da
trombopoietina (KASER et al., 2001). Isso corrobora com 0s niveis aumentados dessa
citocina nos grupos HHD em BAT e WAT, podendo ser uma possivel explicagcao para esse
fato.

Outro parametro importante para avaliar inflamagao sistémica e sindromes metabdli-
cas é a alteragao da producgao citocinas, e quimiocinas inflamatérias nos tecidos adiposos
e no plasma, assim como de moléculas de adesdo (RANGEL-HUERTA et al., 2012). A
administragdo de PUFAs n-3 em cultura celular e modelos animais demonstrou efeitos
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anti-inflamatoérios, diminuindo a liberagédo das citocinas pro-inflamatérias IL-1(3, IL-6, TNF-o
e proteina C-reactiva (CRP) e reduzindo os niveis dos marcadores inflamatérios MCP-1 e
TNF-a no tecido adiposo (KALUPAHANA et al., 2010). Todavia, alguns estudos tém relatado
a indugéo de mediadores inflamatorios, como MCP-1, IL-6, IL-13 e TNF-a (DEWELL et al.,
2011). Esses efeitos duais ndo devem ser interpretados necessariamente como algo nao
benéfico, pois, 0 aumento de citocinas pré-inflamatoérias em tecidos adiposos, ja foi relacio-
nado ao aumento da atividade lipolitica, diminuindo a atividade lipogénica e, aumentando
assim, a utilizacao de gordura e diminuindo a sua deposicao (KALUPAHANA et al., 2010).
Isso demonstra o efeito dual que esses acidos graxos podem exercer sobre parametros
inflamatérios e que ser benéfico ou ndo, vai depender de diversos fatores.

Sabendo disso, foram avaliados os pesos, o perfil de citocinas e possiveis alteracoes
histopatolégicas do BAT e do sWAT. A partir desses dados, nao foi possivel observar
diferenca significativa no peso de BAT, assim como, nenhuma alteracao histolégica evidente.
Todavia, foi possivel observar um aumento de IL-6 dose dependente nos animais sem tumor,
e um aumento no grupo CLD em relagdo ao CC e uma diminui¢éo do grupo CHD em relacao
ao CLD e ao CC. A sinalizacao de IL-6 no BAT promove a polarizagdo de macrofagos para
o fenotipo M2 (MAUER et al., 2014), assim como a sua deple¢cao em camundongos, levou
a inducgéao de obesidade e resisténcia a insulina e aumento de FGF21 (STANFORD et al.,
2013), demonstrando possivel regulagéo indireta ou direta dessa citocina, nesse tecido.
Esses dados entram em contradicdo com os efeitos classicos pro-inflamatérios ja descritos
dessa citocinas, relacionados com obesidade e diabete. Além disso, IL-6 esta relacionada a
ativacao de ’browning’, assim como lipdlise em WAT. Com isso, fica evidente o papel pré
e anti-inflamatdrio dessa citocina nos tecidos adiposos (OMRAN; CHRISTIAN, 2020). De
maneira similar, as citocinas IL-33 e TGF-3, nos grupos sem tumor, aumentaram no grupo
dose alta em relacao ao controle. A primeira € um citocina que também esta relacionada ao
processo de 'browining’ e a ativacéo de BAT, pois, leva ao aumento do consumo energético
e diminui o acumulo de gordura (OLIVEIRA; TALVANI; ROCHA-VIEIRA, 2019). Isso ocorre
porque a quantidade de IL-33 afeta a expressao de UCP-1 (MATHIS, 2016). A segunda,
também esta relacionada a alteracdo de adipocitos, pois esté relacionada a inibicao da
adipogénese e a indugéo de adipdcitos marrons pela ativagio da via TGF-3/Smad3 (YADAV;
RANE, 2012).

Ja nos grupos com cancer, IL-33 aumentou no grupo CLD em relagdo ao CC e
diminuiu no grupo CHD em relagdo ao grupo CLD. O aumento de IL-33 € relacionado com um
pior prognostico e correlaciona-se com aumento de VEGF em tumores. Além disso, contribui
para evasao imunitaria tumoral ao promover a expansao e fungcao imunossupressora das
células supressoras derivadas de mieloide. Isso evidencia IL-33 como uma importante
citocina pré-cancer no desenvolvimento do cancro da mama (XIAO et al., 2015). Nesse
contexto, ficou evidente que a dose baixa levou a um aumento dessa citocina, caracterizando
um perfil mais pré-inflamatério e favorecedor do tumor, todavia, a dose alta levou a uma
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redugao expressiva, caracterizando um acgao antitumoral. Essa diminuicado em CHD também
foi mantida para TNF-o e MCP-1, que também estao associadas a um perfil mais inflamatorio
e pré-tumoral, assim como para TGF-(3, que esta associada a promogdo de processos que
induzem a progressao do tumor, como a invasao de células tumorais, a disseminacao e a
evasao imunologica em canceres de mama (MEULMEESTER,; DIJKE, 2011).

De forma semelhante, no sWAT, IL-6 foi aumentada de forma dose dependente nos
grupos sem cancer e TGF-$ foi aumentada no grupo CHD em relagdo a CLD, o que pode
estar associado ao processo de amarronzamento do tecido como ja descrito. Assim como o
aumento na dose baixa em relagéo ao controle cancer e a diminuigdo dessas no grupo CHD.
Todavia, nesse tecido foi possivel observar uma diminuicao de MCP-1, nos grupos com
cancer, da dose alta em relagdo a baixa. Essa quimiocina induz uma resposta quimiotaxica
em mondcitos e células endoteliais, sendo fundamental para o recrutamento de mondcitos
inflamatorios para o microambiente tumoral, tal qual desempenha um papel essencial no
processo de formacao de metastases do cancer de mama (MOHAMED et al., 2020).

A linhagem de carcinoma de mama 4T1 € uma linhagem celular altamente tumorigé-
nica e invasiva, gerando metastases espontaneas a partir do tumor primario na glandula
mamaria para diversos sitios distantes, os quais incluem os linfonodos, o sangue, figado, pul-
mao, cérebro, 0sso, baco, Intestino, rins e glandulas adrenais (TAO et al., 2008; PASCHALL;
LIU, 2016; YANG et al., 2020; PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2000). Por outro lado,
os n:3 PUFAs possuem atividade anti-angiogénica e anti-metastatica (MERENDINO et al.,
2013). Devido a isso, foram analisados cortes histolégicos do linfonodo inguinal, pulméao
e baco para avaliar se as doses utilizadas teriam algum efeito protetor contra o desen-
volvimento de metastases. Como resultado, foi possivel observar a presenca de émbolos
tumorais metastaticos em parénquima esplénico em todos os grupos com cancer, fato que
nao foi observado para os demais 6rgaos. Dessa forma, fica evidente que a suplementagao
nao demonstrou atividade protetiva a metastase.

O consumo de uma dieta rica em gordura, ou sejam, dietas ’high fat’ é relacionado
ao acumulo de lipidos renais, aumento de citocinas inflamatdérias, a inducéo da retracao dos
glomérulos e a disfungéo renal (MULLER et al., 2019). Nesse contexto, foram realizados
exames bioquimicos para avaliar a fungao renal e nao foi possivel observar alteragées nos
niveis de Ureia e Creatinina K no soro dos animais, evidenciando a nao toxicidade renal
da suplementacgao. Essas dietas também ja foram relacionadas a danos hepaticos, como
hepatite e esteatose, todavia, os n:3 PUFAs possuem efeitos contrarios, como a diminui¢do
da inflamacao do 6rgéo e reducao de depésitos de gordura (ALBRACHT-SCHULTE et
al., 2019). Devido a isso, foram realizadas analises histolégicas desse tecido, as quais
evidenciaram a presenca de focos de hepatite em todos os grupos com céancer. Todavia,
essa condicao nao evidencia critérios de especificidade, como a presenca de eosindfilos,
balonizacdo de hepatdcitos, esteatose, granulomas ou elementos heterdlogos, sendo,
portanto, inespecifica e leve. Além disso, ndo foi possivel observar necrose de hepatdécitos.
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Foi também avaliado o peso desse 6rgao e foi possivel observar uma redugao no grupo HHD
em relacao ao controle cancer, esse efeito ja foram descritos devido a agdo de n:3 PUFAs,
que sao metabolizados no figado, e conseguem reduzir niveis inflamatérios e depdsitos de
WAT (PATTERSON et al., 2012).

Ja no grupo CHD, a massa do figado nao foi reduzida em decorréncia da acao
da dose alta, provavelmente em decorréncia da presenca de hepatite nos grupos com
cancer. Também foram realizadas dosagens bioquimicas de parametros hepaticos do soro
desses animais. As enzimas ALT e AST sdo parametros bastante utilizados para avaliar a
toxicidade gerada nesse 6rgao, em que AST geralmente esta mais associado a alteragbes
histopatolégicas. Contudo, esses dois parametros geralmente sao utilizados em conjunto
pra determinar danos hepaticos (KHATTAB et al., 2015). Nesse cenario, os resultados
mostraram uma diminui¢cdo de AST no grupo HHD em relagcao ao HC, o que pode corroborar
com os dados de hepatite presente nesse grupo, mas como nao ocorreu em conjunto com
ALT, n&o caracteriza grandes danos teciduais, sendo assim, um dano leve. Alteragdes nos
niveis de albumina também estao relacionados a casos avangados de patologias hepéticas,
0 que se deve a sua atuagao na regulacao de respostas imunoldgicas e inflamatorias, de
liberagcao de citocinas e transporte de proteinas (JAGDISH; MARAS; SARIN, 2021) Os
dados mostraram que nao houve alteracao dos niveis plasmaticos dessa proteina entre os
grupos, o que corrobora com os baixos niveis de inflamagao nesse 6rgéo.

Diversos estudos ja demonstraram, utilizando modelos de cancer de mama genéticos
e transplantados em camundongos, os efeitos anti-tumorias dos n:3 PUFAs, principalmente
DHA e EPA. Esses efeitos dependem da origem, da proporcéo e da alteracdo da taxa
n:3/n:6 desses acidos graxos. J& foram descritos efeitos de inibicdo do crescimento e
aumento de morte celular e diminuicdo do aparecimento de metastases em doses que
variam de 0,2 a 16 g/Kg (FASANO et al., 2017). As medidas do volume tumoral, durante
a suplementacéo, evidenciaram o aumento do tumor em todos os grupos, sem diferencas
significativas ao calcular a area da curva de crescimento. Contudo, o volume final desses
tumores foi diminuido nos grupos suplementados, havendo diferenga significativa no grupo
dose alta (CHD). Fica evidente, nesse contexto, que efeito antitumoral sé passou a ser
evidente a partir da oitava semana de suplementagéo e nao se repetiu no grupo dose baixa
(CLD).

As acdes anti-tumorais desses acidos graxos sao bastante amplas e estao direta-
mente ligadas a suas agdes anti-inflamatoérioas. Dessa forma, mecanismos que modulam a
expressao de citocinas derivadas de NF-kB, como IL-6, TNF-o. e MCP-1 (FAN; ZIRPOLI;
Ql, 2013), sao utilizados como parametros para avaliar a agressividade e avango tumoral.
Por isso, foi avaliada a presencga de citocinas no tumor, as quais podem ser originadas
nas ceélulas tumorais, endoteliais ou imunolégicas presentes. E foi possivel observar uma
diminuicao significativa de IL-6 no grupo dose alta (CHD) em relacdo a CLD. Essa cito-
cina é conhecida por causar carcinogénese e metastase através de varias vias de sinal.
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A IL-6 induz a proliferagdo e diferenciagdo de células progenitoras precoces, primeiros
megacariocitos progenitores, e tem um efeito direto sobre os megacaridcitos utilizando
receptores especificos (ADILI; HAWLEY; HOLINSTAT, 2018). Nos mesmos grupos, também
foi observada uma redugdo de TGF-{, que apesar de ter um perfil anti-inflamatoério, esta
relacionada com o bloqueio da sinalizagdo TGF-3/Smad3, que aumenta a sensibilidade a
insulina e previne a obesidade induzida pela dieta, promove 0 amarronzamento de WAT
e diminui a infiltracdo de macréfagos inflamatérios (OMRAN; CHRISTIAN, 2020) . Nesse
contexto, a diminui¢cdo de IL-6 e TGF-3 corrobora com um perfil mais anti-inflamatorio e,
nesse caso, anti-tumoral. Alteracdes nas citocinas TNF-«, IL33 e MCP-1 em decorréncia
da suplementagao nas mamas e nos tumores, nao foram obsedavas, contudo, no tecido
mamario houve uma diminui¢cdo de TGF-3 no grupo dose alta (HHD) em relagcdo a dose
baixa (HLD), o que sugere, um ambiente menos imunosuprimido , 0 que pode ajudar com
um microambiente desfavoravel a carcinogénese.

Devido a proliferagédo exacerbada, as células tumorais também possuem adaptacdes
metabdlicas que vao dar sustentacao a esse crescimento, desse modo, as células neo-
plasicas passam por um ’shift’, alteragdo, no metabolismo energético. A grande demanda
energética e de biomoléculas é suprida por alteragées na absorcédo de glicose e glutamina,
assim como alteragdes na via glicolitica e do ciclo do acido citrico, mesmo em condi¢oes
aerobicas, de forma a desviar esqueletos carbbnicos que iriam fosforilagdo oxidativa para
biossintese de diversas moléculas, como aminoacidos e acidos graxos e nucleicos, carac-
teristico do efeito Warbor (PAVLOVA; THOMPSON, 2016). Nesse contexto, foram feitas
analises do perfil metabdlico global dos tumores 4T1 e da mama, utilizando-se a andlise
GC-MS para, de modo a avaliar as possiveis modulagdes metabdlicas decorrentes das
diferentes doses da suplementacao e quais separam o tumor do tecido mamario saudavel.
Foram encontradas 52 moléculas com diferencas significativas entre os grupos, dentre es-
sas, aminoacidos, carboidratos, acidos graxos, nucleotideos, horménios e acidos organicos.
A partir disso, foi possivel observar um perfil metabdlico distinto entre os grupos com e sem
cancer. Alguns farmacos tém como alvo essas diferencas metabdlicas, principalmente do
metabolismo energético e ja estdo em desenvolvimento e investigagdo em estudos clinicos
(TENNANT; DURAN; GOTTLIEB, 2010). Foram também observadas algumas alteracdes
em alguns acidos graxos na mama dos animais sem cancer .

O cancer € considerado uma doenca de base genética, no entanto, um dos principais
motivos dessas alteragdes genéticas e de expressao génica é criar um fenétipo metabdlico
essencial para o desenvolvimento tumoral (GATENBY; GILLIES, 2004). O tecido neoplasico
demonstrou um aumento, em relagdo ao mamario, de pentoses relacionadas a via glico-
litica, como galactose, manose, maltose e frutose, todavia uma diminuicao de glicose. A
modulag¢ao do metabolismo de carboidrato ja é um das principais alteragées metabdlicas em
canceres (BOSE; LE, 2018), o que nao é diferente em canceres de mama, nesse contexto,
as alteragbes de diversas pentoses ja sdo conhecidas, assim como a diminuigédo de glicose,
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como observada no presente estudo. A glicose é uma das principais fontes energéticas em
neoplasias sendo fundamental como caracteristica do efeito Warbor, dessa forma, a sua
reducéo ja é bem descrita na literatura (BUDCZIES et al., 2012). Ja4 em relagao as outras
pentoses, as alteragdes ndo podem ser delimitadas com precisao, devido a similaridade das
moléculas e limitagdes da técnica. Dessa forma, novas abordagens experimentais se fazem
necessarias para uma melhor identificacéo e discussao dessas moléculas. Foi observado
também que a suplementacao nao influenciou no perfil desses carboidratos.

Outra desregulacdo metabdlica presente em células tumorais é a do metabolismo
de aminoacidos, principalmente de glutamato. O glutamato € produzido a partir de gluta-
mina, que tem sua absor¢do aumentada em células de cancer, o qual € utilizado, também,
como fonte energética ao ser metabolizado a piruvato, lactato e para producao de nucle-
otideos. Dessa forma, a glutamina entra no CAC e, entao, leva a producao de glutamato,
gerando outros aminoacidos como prolina e arginina (DEBERARDINIS et al., 2007). O
glutamato derivado de glutamina funciona como um doador de nitrogénio para a sintese
de diversos aminoacidos nao essenciais por transaminagao, principalmente advindos do
CAC. A producao dessas moléculas é essencial para sustentar a proliferacao das células
tumorais (ZHANG et al., 2014). Neste contexto, observamos que o tecido tumoral levou a
uma tendéncia de aumento dos aminoécidos alanina, fenilalanina, tirosina, prolina treonina,
valina, aspartato, leucina, serina, glicina e fumarato em relagéo aos tecidos mamarios, fato
caracteristico das neoplasias e que nao foi evidenciada influéncia das doses de n:3 PUFAS.

O metabolismo de nucleotideos é também desregulado em processos de carcinogé-
nese, fato diretamente relacionado a utilizagdo de glutamina. Esta é usada para producao
de uracila e timina, citosina e adenina, pois, a montagem dos anéis de pirimidina e purina
utiliza de aspartato, o qual deriva do metabdlito do CAC oxalacetato e do &cido glutamico,
que sao catabdlitos de glutamina. Dessa forma, a glutamina demonstra um papel central na
sintese dessas biomoléculas, de forma que a sua escassez leva a parada célula na fase S,
limitando a a progresséo do ciclo celular (FONTENELLE; HENDERSON, 1969; GAGLIO
et al., 2009). Os resultados do perfil metabdlico também evidenciaram uma alteracdo no
metabolismo de nucleotideos, de modo que, foi observada uma tendéncia de aumento de
pirimidinas, uridinas e inosina nos grupos com cancer, todavia, as diferencas significativas
foram restritas ao aumento no grupo CLD em comparacao ao HLD, fato que nao foi obser-
vado comparando as doses altas e os controles ndo suplementados. Isso demonstra que a
suplementacao por si s6, nem a presenca do cancer levou a aumentos dessas moléculas,
somente a dose baixa com cancer (CHD) teve um aumento significativo. Isso pode ser em
decorréncia de um efeito sinérgico da dose baixa e o tumor.

A mama e o cancer de mama sao considerados tecidos enddcrinos. Diversos hormé-
nios ja foram estudados e demonstraram ter relagdo com o desenvolvimento, progressao e
agressividade tumoral. Dentre eles, os hormbnios sexuais esteroides, produzidos a partir
de colesterol, estrégenos e andrégenos, sao cruciais para o desenvolvimento de cancer
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de mama a partir da interacdo com receptores especificos. A agao dos estrogenos esta
ligada a uma 'up’ regulacao de oncogenes, ja os andrégenos, na 'down’ regulacao de proto-
oncogenes (CACERES et al., 2018). Desse modo, o colestrol é primeiramente convertido
a pregnenolona e, a partir dela, da origem aos demais horménios esteréis (HARTENECK,
2013). Nesse contexto, foi observado uma tendéncia de aumento de pregnenolona nos
grupos com cancer em relagao ao tecido mamario, todavia, somente nos grupos que foram
suplementados (CLD e CHD) em relagao os suplementados sem cancer (HLD e HHD). O
consumo de n:3 PUFAs ja foi relacionado a uma melhora no perfil lipidico, principalmente
pela diminuigéo de triglicerideos e LDL. Todavia, os niveis de colesterol nao foram influenci-
ados ou foram minimamente (ABDELHAMID et al., 2020). Dessa forma, essas diferencas
possivelmente decorrem da influéncia no metabolismo lipidico em conjunto com a influéncia
dos proprios tumores nos grupos com cancer e suplementacao.

O tecido adiposo é o principal érgao responsavel pela estocagem de lipideos e
possui uma grande plasticidade fenotipica. Juntamente a isso, exerce diversas atividades
metabdlicas, fisioldgicas, as quais conferem funcdes distintas, atuando diretamente em
vias inflamatérias e no estabelecimento e desenvolvimento tumoral (PICON-RUIZ et al.,
2017). A incorporagéao de acidos graxos nas células modula diversos fatores no metabolismo
lipidico, como os niveis plasmaticos de colesterol e trigliceridios, assim como a producao
de mediadores lipidicos e citocinas (RODRIGUEZ-CRUZ; SERNA, 2017). Nesse contexto,
a partir do perfil metabdlico, foi possivel identificar alguns acidos graxos com abundancia
diferenciada em decorréncia da suplementacao. Por exemplo, o acido oleico, que € um
acido graxo de 6mega 9, e o acido palmitoleico, o qual representa os acidos de émega-7,
nao essenciais e ambos da classe dos acidos graxos monoinsaturados (MUFAs). Esses
acidos desempenham diversas fungdes no organismo, desde modulagao da inflamagao
e do estresse oxidativo, homeostase de coagulacdo, de glicose e da pressao sanguinea
(BERMUDEZ et al., 2011).

O consumo de &cido oleico, principalmente a partir de azeite de oliva, € associado a
diminuicao do risco de desenvolver pelo aumento dos niveis de leucotrieno A3, um potente
inibidor do LTB4 pré-inflamatério (BERBERT et al., 2005), assim como levou a apoptose e
a diminuicao da expressao de COX e Bcl-2 em células HT-29 de cancer colorretal (LLOR
et al., 2003) e em relacao ao cancer de mama, ele levou a uma reducao da expressao do
oncogene Her-2 (MENENDEZ et al., 2005). O consumo de MUFAs e o0 seu armazenamento
no tecido adiposo é relacionado com um menor risco de desenvolvimento de cancer de
mama (GUO et al., 2021). Um aumento de acido palmitoleico, também j& foi associado a
um risco diminuido de cancer de mama (POUCHIEU et al., ). Isso evidencia um potencial
efeito protetor desses compostos quando presente no tecido adiposo associado as mamas.
Nesse contexto, foi possivel observar uma redugéo desses lipideos na mama do grupo dose
baixa em relacdo ao CH e um aumento na dose alta em relagéo a baixa. Dessa forma, fica
evidente que apenas a dose alta conseguiu garantir maior efeito protetor nessas mamas. O
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acido vacénico foi outro acido graxo que demonstrou uma redugédo na mama do grupo HLD
em relagdo a CC e um aumento no grupo HHD em relacdo a HLD. Esse lipideo participa
na transducao de sinal do citoplasma para as membranas celulares, e ativa enzimas e
receptores de membrana que protegem as células do hospedeiro e mantém a homeostase
celular. Além disso, ja& demonstrou um efeito em reduzir a proliferacao de células de cancer
colorretal in vitro (CICHOSZ; CZECZOT; BIELECKA, 2020).

Dessa forma, ficou evidente a influéncia do DHA nos animais suplementados, que
vao desde papéis duais no crescimento tumoral, assim como na modulagéo dos tecidos adi-
posos, alteracdes inflamatorias e metabdlicas no microambiente tumoral. Contudo, anélises
complementares sdo fundamentais para corroborar e enriquecer o trabalho. Para isso, como
proximos passos, serao feitas analises de microbiota das fezes e dosagem de metabdlitos
bacterianos do intestino dos animais para melhor explicar o episodio de diarreia nos animais
suplementados com a dose alta. Tal como, realizar andlises de hipertrofia e hiperplasia,
a partir da histologia por microscopia, dos tecidos adiposos para confirmar a indugéo de
‘browning’ em WAT e nos adipdcitos associados a mama.
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6 Conclusao

Em suma, foram observadas diferencgas, as quais tiveram influéncias das duas doses
de DHA utilizadas, em alguns casos, efeitos duais, assim como diferencas em relacéo a
presenca ou nao do cancer de mama. Dentro desse contexto, foi possivel observar que
a suplementagdo com dose alta, em animais sem cancer (HHD), foi capaz de promover
a reducao do peso dos animais. Por outro lado, foi observado o mesmo fendmeno para
0s animais com cancer suplementados com baixa dose de DHA. Contrariamente, nao foi
observada diferencga significativa no peso dos animais HHD o que pode se mostrar como
uma vantagem clinica, uma vez que a caquexia, sindrome metabdlica irreversivel associada
a perda de massa magra, podendo ou néo estar associada a perda de tecido adiposo,
€ um prognéstico clinico fatal e caracteristico da progressao da linhagem 4T1. Ademais,
todos os animais com cancer apresentaram hepatite no figado e metastase no bacgo, sem
haver alguma influéncia do DHA, o que mostra que nenhuma das concentragdes foi capaz
de inibir a formagéao de metastase. Assim como todos os grupos suplementados com a
dose alta, apresentaram diarreia. Ja em relagao as alteracdes sistémicas, houve reducao
de IL-1[3, no grupo com cancer dose alta ratificando a capacidade de modulagéo do perfil
inflamatério mediado pelo DHA. As diferencas significativas dos testes hematologicos e
bioguimicos, funcao renal e hepatica, aconteceram de forma isolada e dentro das taxas
de variacao aceitaveis de cada parametro, pondo em voga, a nao toxicidade das doses
administradas nos animais com ou sem cancer, em destaque a nao toxicidade da dose alta.
Tendo em vista o lipidograma, houve a diminui¢éo de triglicerideos em resposta a dose alta
nos animais sem cancer (Figura 36).
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Figura 36 — Efeitos significativos decorrente dos tratamentos com DHA nos animais. RBC: Eritrdcitos;
HCT: Hematdcrito; AST: Aspartato aminotransferase; IL: Interleucina.

Levando em consideragao a dose alta, ficou evidente a diminui¢éo de citocinas pro-
inflamatérias nos tecidos adiposos dos animais com cancer, o que pode ser caracteristico
da inibicdo de NF-xB ou da modulagdo da producao de eicosanoides promovida pelo DHA,
todavia sdo necessarias mais analises para confirmar esses processos. Contrariamente,
algumas citocinas foram aumentadas nos tecidos adiposos dos animais sem cancer e,
apesar dos efeitos esperados do DHA em reduzi-las, elas sdo fundamentais para a possivel
ativacado de BAT e do ’browning’, que também é induzido pelo DHA. Em continuagéo, o
volume final do tumor foi diminuido na dose alta, tal como, as diferencas significativas do
perfil metabdlico aconteceram principalmente devido as alteragées metabdlicas adquiridas
por células neoplésicas. Por outro lado, o perfil metabdlico do tecido mamario, demonstrou
diferencas significativas em resposta as doses de DHA, no qual foi observado o aumento de
acidos graxos que podem atuar contra o desenvolvimento tumoral, como o acido oleico e o
vacénico. Levando em consideragao a dose baixa, ficou evidente 0 aumento de citocinas nos
tecidos adiposos, o que pode estar relacionado a caracteristica termogénicas e lipoliticas
adquiridas por essas células, como ja descrito. Além disso, o perfil metabdlico mamario
evidenciou a reducao dos acidos oleico, palmitoleico e vacénico, os quais estao envolvidos
em processos antineoplasico (Figura 37).
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Figura 37 — Alteracoes no perfil inflamatorio e metabolico dos tecidos adiposos, da mama e do tumor
em decorréncia da suplementacao. BAT: Tecido adiposo marrom; sWAT: Tecido adiposo
branco subcutaneo; IL-6 - Interleucina 6; IL-33 - Interleucina 33; TNF-o - fator de necrose
tumoral «; MCP1 - proteina quimioatrativa de mondcito 1; TGF-§ - Fator de transformacao
do crescimento (.

A partir de todos os dados apresentados, fica evidente o papel diferencial das doses,
em que foi observado a agao da dose alta em conseguir atenuar o crescimento tumoral,
evitar a perda de peso, levar a um perfil mais anti-inflamatério nos tecidos adiposos e no
tumor dos animais com céancer. Por ultimo, nos animais saudaveis, foi capaz de modular o
metabolismo da mama, levando a um aumento de acidos graxos com agdes anti-tumorais,
assim como ao aumento de citocinas envolvidas na ativacao de BAT e de ’browning®, o que
leva a um microambiente desfavoravel a carcinogénese, caracterizando um efeito protetor
contra o desenvolvimento de cancer de mama.
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Figura 38 — Efeitos da suplementacao com a dose alta (2 g/Kg) no microambiente tumoral, tecidos
adiposos e tumor nos animais. BAT: Tecido adiposo marrom; sWAT: Tecido adiposo branco
subcutaneo; IL-6 - Interleucina 6; IL-33 - Interleucina 33; TNF-« - fator de necrose tumoral
o; MCP1 - proteina quimioatrativa de monécito 1; TGF-$ - Fator de transformacéo do

crescimento (.
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