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Resumo

Nas últimas décadas, o número de casos de câncer vem aumentando a cada ano,

assim como a tendência no número de mortes. Dentre os tipos de o câncer, o de mama

tornou-se o com maior número de diagnósticos em 2021. Os tratamentos clássicos utilizados

para neoplasias, geralmente estão associados a diversos efeitos tóxicos sistêmicos, os quais

comprometem o bem-estar dos pacientes, principalmente em cânceres de mama triplo-

negativo. É nesse contexto que o ácido docosahexaenoico (DHA), que é um ácido graxo poli-

insaturado da família dos ômega-3, obtido significativamente a partir do óleo de peixe, surge

como uma potencial molécula para o tratamento adjuvante de neoplasias. O consumo de

quantidades adequadas desse lipídio está relacionado a diversos benefícios em patologias

neurológicas, cardiovasculares, metabólicas, assim como, o câncer. Esse nutriente vem se

mostrando promissor pelos seus efeitos protetivos contra o desenvolvimento de neoplasias,

inibição do crescimento tumoral, da angiogênese e da formação de metástases, assim

como a diminuição da inflamação. Além disso, também já demonstrou ações sinérgicas

com alguns quimioterápicos, tal e qual, diminuiu os efeitos não desejados dessa abordagem

terapêutica in vivo. A ação de diferentes doses de DHA ainda é controversa na literatura é

bastante escassa em relação às alterações metabólicas, decorrentes da suplementação,

nos tumores em estudos ’in vivo’. Dessa maneira, o objetivo deste estudo é avaliar os

efeitos da suplementação com Ômega-3 (DHA) durante 60 dias, antes e após a inoculação

do tumor, em duas doses diferentes (500 mg/Kg e 2 g/Kg), em camundongos com câncer

de mama triplo-negativo: parâmetros carcinogênicos, perfil metabólico e inflamatório. As

duas doses não apresentaram danos tóxicos sistêmicos, assim como não levaram a danos

hepáticos e renais. Os resultados sugerem que o DHA (2 g/Kg) possui efeitos anti tumorais,

reduzindo o crescimento tumoral, diminuindo os níveis de citocinas pró-inflamatórias nos

tecido adiposos branco e marrom (IL-6,TNF-a e IL-33), no plasma sanguíneo (1L-1b) e

no tumor (IL-6), assim como foi capaz de de reduzir o nível de citocinas que atuam no

processo de evasão imunológica do tumor (TGF-b), mas sem alterações significativas no

metabolismo do tumor. Caso que não se repetiu na dose baixa, a qual evidenciou um

aumento de citocinas (IL-6, IL-33 e TGF-b) e não retardou o crescimento tumoral. A dose

alta nos animais sem tumor, levou a uma redução dos níveis de triglicerídeos séricos, a

aumento de algumas citocinas pró-inflamatórias (IL-6 e IL-33) nos tecidos adiposos e a

redução de TGF-b na mama, assim como uma modulação metabólica com aumento de

ácido oleico, ácido palmitoleico e ácido vacênico no tecido mamário. Assim como o DHA,

possuem ações antitumorais e protetivas contra o desenvolvimento de câncer de mama, o

que contrariamente, a dose baixa levou uma diminuição desses ácidos graxos. Com isso,

esse trabalho caracterizou o efeito da suplementação com DHA, em duas doses distintas,

em parâmetros carcinogênicos, inflamatórios e metabólicos, no qual ficou evidente o papel

diferencial das doses, em que ficou manifesto o papel antitumoral da dose alta. Além disso,



o perfil metabólico do tecido mamário apresentou diferenças significativas em resposta as

doses de DHA, no qual foi observado o aumento de ácidos graxos que podem atuar contra

o desenvolvimento tumoral, como o ácido oleico e o vacênico.

Palavras-chave: Câncer. Câncer de mama triplo-negativo. Ômega-3. DHA. Inflama-

ção. Perfil metabólico.



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.
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1 Introdução

1.1 Câncer

O câncer é um dos grandes problemas enfrentados pela humanidade e está direta-

mente relacionado a pressões físicas, emocionais e financeiras sobre indivíduos, famílias,

comunidades e sistemas de saúde. Nesse contexto, países que possuem sistemas de

saúde limitados, pecam em relação a diagnósticos e tratamento de qualidade em tempo

hábil. Por outro lado, países com sistemas de saúde mais robustos, conseguem contornar

esses problemas, e demostram taxas de sobrevivência mais elevadas. Só no ano de 2018,

foram gastos $1,16 trilhões de dólares com diagnóstico e tratamento de câncer. Segundo a

Organização Mundial da Saúde (OMS), o câncer foi a segunda maior causa de morte no

mundo em 2018. Sendo que, os tipos mais comuns em indivíduos do sexo masculino são

os do pulmão, da próstata, do reto, do estômago e do fígado. Já do feminino, são os da

mama, do reto, do pulmão, do cólon e da tireoide (WHO, 2018).

No Brasil, estima-se a ocorrência de 625 mil casos novos de câncer para cada ano

do triênio 2020-2022. Dos quais, o câncer de pele não melanoma será o mais incidente

(177 mil), seguido pelos cânceres de mama e próstata (66 mil cada), cólon e reto (41 mil),

pulmão (30 mil) e estômago (21 mil). Nesse contexto, quando se considera o sexo feminino,

e não se considera cânceres de pele não melanoma, o câncer de mama é o mais recorrente

(Figura 1) e possui uma alta taxa de mortalidade (INCA, 2020).

Figura 1 – Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2020 por
sexo, exceto pele não melanoma*. Fonte: INCA (2020)

O câncer corresponde a um conjunto de doenças, as quais têm como principais

características, o crescimento desenfreado de células, caracterizando uma alta taxa de

proliferação celular, o que pode levá-lo além de seus limites usuais, invadindo partes adja-

centes ao seu sítio de origem no corpo e/ou se espalhar para outros órgãos (WHO, 2018).

Esse processo, chamado de metástase, advém da capacidade de as células neoplásicas

de driblar os mecanismos homeostáticos do tecido, pelo qual consegue comprometer a

estabilidade celular e tecidual (HANAHAN; WEINBERG, 2000; COOPER; HAUSMAN, 2007).
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Diversos fatores estão relacionados com o desenvolvimento e o aumento da taxa de

cânceres, desde fatores endógenos, quanto exógenos, os quais levam a mutações e ao pro-

cesso de carcinogênese. Mutações em genes relacionados a processos de controle do ciclo

e morte celular, conhecidos como proto-oncogenes e genes supressores de tumor, estão

intrinsecamente relacionados à tumorigênese. Ao considerar fatores externos, evidencia-se

principalmente o consumo de tabaco e álcool, dietas ocidentais, obesidade, sedentarismo

e longevidade. Por outro lado, agentes internos, como mutações em células somáticas

e germinativas, que podem comprometer mecanismos de reparo de DNA, controle do

ciclo e morte celular, estão diretamente relacionados à carcinogênese (WEINBERG, 2015;

WEINBERG, 2008).

Além das características já citadas, diversas outras vêm sendo descritas e estudadas

para melhor compreensão do câncer (Hanahan e Weinberg (2000)). Nesse contexto, foram

descritas no início dos anos 2000, as principais características adquiridas progressivamente

pelas células para evoluir a um estado neoplásico, as quais foram chamadas de ’Hallmarks

of Cancer’. Essas características primeiramente compreendiam a capacidade de sustentar

a sinalização proliferativa, evadir aos supressores de crescimento, a resistência a morte

celular, adquirir imortalidade replicativa, a indução da angiogênese e a capacidade de

invadir sítios adjacente e formar metástases. Contudo, devido às novas abordagens me-

todológicas nas áreas de bioquímica e biologia molecular, novos “Hallmarks“ estão sendo

compreendidos como características fundamentais as neoplasias, como, por exemplo, a

evasão imunológica, a promoção da inflamação e a reprogramação metabólica celular

(Figura 2) (HANAHAN; WEINBERG, 2011; HANAHAN, 2022).
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Figura 2 – Características dos canceres, conhecidos como ’Hallmarks’. Fonte: Hanahan (2022)

1.1.1 Inflamação, Câncer e Tecido Adiposo

A idade avançada é um dos principais fatores que se associam com o desenvolvi-

mento de neoplasias mamárias (BENZ, 2008; VATTER et al., 2018), sendo que, quatro em

cada 5 casos ocorrem depois dos cinquenta anos. Outros fatores, que têm associação com

desbalanços em vias inflamatórias, por exemplo, disfunções metabólicas como a obesidade,

estão 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

atuação central como órgão endócrino (DENG et al., 2016).

Uma das características desse tecido é possuir uma grande plasticidade fenotípica e,

apesar de, ser constituído principalmente por células de gordura, essas possuem atividades

metabólicas, fisiologia e funções distintas. Essas impactam diferencialmente a modulação

da inflamação e, consequentemente, o câncer. Tendo isso em vista, quatro tipos principais

de adipócitos já são descritos: o branco, o rosa, o bege e o marrom (PANINA et al., 2018;

CORRÊA; HEYN; MAGALHAES, 2019).
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O tecido adiposo branco (WAT), do inglês White Adipose Tissue, é um dos mais bem

estudados e descritos na literatura. Fisiologicamente, seus adipócitos são compostos majo-

ritariamente por ácidos graxos contido em uma grande gota de gordura. Além de adipócitos,

é também composto por células imunológicas, tais como, as endoteliais, os fibroblastos, os

pericitos e os pré-adipócitos (PEIRCE; CAROBBIO; VIDAL-PUIG, 2014). Por ser o mais

abundante de todos os tecidos adiposos, esse tecido exerce um grande papel na reserva

energética, assim como na regulação hormonal do corpo, por meio da síntese e liberação

de uma gama de hormônios, chamados de adipocinas (COELHO; OLIVEIRA; FERNANDES,

2013).

Dentre os hormônios produzidos pelos adipócitos, destaca-se a leptina. Esta possui como

principal função o controle do apetite, assim como muitas outras funções no metabolismo

energético. O sistema endócrino da leptina serve uma função evolutiva crítica ao manter

a relativa constância da massa tecidular adiposa, protegendo assim os indivíduos dos

riscos associados a serem muito magros (fome e infertilidade) ou muito obesos (preda-

ção)(FRIEDMAN, 2019). Ela também possui papel de destaque na modulação inflamatória

e, por consequência, também no microambiente tumoral (SANTANDER et al., 2015). Isso se

deve a sua capacidade de interferir na via JAK/START, aumentando a produção de proteínas

anti-apoptóticas e induzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias, tais como, ’Tumor

Necrosis Factor-α’ (TNF-α) e Interleucina 6 (IL-6), além da indução angiogênica mediada

pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (DUTTA et al., 2012).

Quando há um processo de inflamação local e/ou sistêmica, decorrente de uma des-

regulação de WAT, há uma influência direta no microambiente tumoral, de forma que, há um

favorecimento ao estabelecimento e a sobrevivência das células tumorais. Neste contexto,

o microambiente tumoral é favorecido também pelo recrutamento e polarização de células

imunológicas (CORRÊA et al., 2017). Dentre essas células, macrófagos do tipo 2 (M2) são

um dos principais tipos celulares que são recrutados por adipócitos associados a tumores

por via ’monocyte chemoattractant protein-1’ (MCP1), InterIeucina 1β (IL-1β) e C-X-C Motif

Chemokine Ligand 12 (CXCL12) (ARENDT et al., 2013).

O acúmulo de macrófagos no microambiente tumoral também já vem sendo descrito como

resultado da liberação de DNA por adipócitos em degeneração (NISHIMOTO et al., 2016).

Dessa forma, a desregulação de WAT leva a um processo inflamatório, caracterizado pela

hipertrofia e hiperplasia desse tecido, o qual facilita o estabelecimento tumoral e aumenta

a sobrevivência das células cancerosas (Figura 3)(CORRÊA et al., 2017). Em resumo, os

mecanismos que regem o microambiente tumoral e as possíveis influências na inflamação e

no câncer ainda estão sendo descritos e estudados. Dessa forma, o papel do WAT na tumo-

rigênese pode servir como base, auxiliar no desenvolvimento de métodos para modulação
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desse tecido e para um melhor prognóstico do câncer.

Figura 3 – O aumento do tamanho (hipertrofia) e da quantidade (hiperplasia) de adipócitos brancos
pode favorecer processos inflamatórios , de forma que induz a vascularização e facilita o
recrutamento de células imunológicas. Fonte: Corrêa, Heyn e Magalhaes (2019)

Outra expressão fenotípica dos tecidos adiposos, é o tecido adiposo marrom (BAT),

do inglês Brown Adipose Tissue, o qual, também tem papel central na regulação hormonal

do corpo. Além de ser um tecido fundamental para a regulação da temperatura corporal

(PENG et al., 2015). A elevada expressão e ativação da proteína desacopladora 1, do inglês

’uncoupling protein 1’ (UCP1) promove o desvio de elétrons da cadeia transportadora de

elétrons durante a respiração celular nas mitocôndrias, mediante a dissipação do gradiente

de prótons no espaço intermembranar, produzindo calor ao invés da convencional produção

de Adenosina Trifosfato (ATP). Para mais, esse tecido possui um caráter predominantemente

anti-inflamatório, o oposto do WAT. A estrutura do BAT é formado por pequenas gotas de

gordura, gotículas, dispostas de forma multilocular (PEIRCE; CAROBBIO; VIDAL-PUIG,

2014) como também, possui maior número de mitocôndrias, que são agentes principais da

resposta termogênica (Figura 4) (CORRÊA; HEYN; MAGALHAES, 2019). Além da atuação

no controle de temperatura, a partir da oxidação de lipídeos (KOTZBECK et al., 2018), esse

tecido, possui diversos tipos celulares que coexistem e contribuem para sua função. O seu

caráter anti-inflamatório relaciona-se com baixa produção de citocinas pró inflamatórias,

assim como múltiplos fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas e a presença de

células imunológicas com polarização para um perfil mais anti-inflamatório (VILLARROYA et

al., 2016; FENZL; KIEFER, 2014; JONG et al., 2017).

O papel do BAT no câncer ainda é cabível de controvérsias, por um lado, análises experimen-

tais demonstraram que o aumento de adipócitos marrons está ligada a super-expressão de

genes antitumorais. Como é o caso do gene ’phosphatase and tensin homologue’ (PTEN),
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o qual atua na regulação da proliferação celular e na regulação 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 avançados, o que está ligado ao

grande consumo de reservas lipídicas nesse tecido. Além do mais, o BAT superativo é capaz

de fornecer energia para o desenvolvimento de células tumorais (KIR; SPIEGELMAN, 2016).

Figura 4 – Quatro principais expressões fenotípicas dos adipócitos, os quais possuem características
morfológicas e funcionais diferentes. Fonte: (CORRÊA; HEYN; MAGALHAES, 2019)

Em continuidade, há os adipócitos bege, caracterizados idem por uma alta plasti-

cidade e por possuirem um fenótipo intermediário entre os adipócitos branco e marrom.

Esses apresentam uma quantidade intermediária de gotículas de gordura, os quais, a partir

de estímulos externos como baixas temperaturas, exercícios físicos, alimentação e drogas

agonistas, podem adquirir características das células adiposas marrons (Figuras 4-5). Isso

se deve, principalmente, a uma maior ativação da proteína UCP1 (ROCHA-RODRIGUES et

al., 2016; WU; COHEN; SPIEGELMAN, 2013). Por último, há os adipócitos rosa, os quais

também apresentam uma alta plasticidade, mas estão presentes apenas na mama durante

a gravidez e a lactação. Essas células possuem abundantes gotículas lipídicas citoplasmáti-

cas, superfície apical com microvilosidades, retículo endoplasmático rugoso (RER) robusto,

complexo de golgi e grânulos contendo leite (Figura 4)(CINTI, 2018; GIORDANO et al.,

2014).
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Figura 5 – O papel dos tecidos adiposos na progressão tumoral. Os adipócitos desempenham um papel
importante na modulação da inflamação e na função endócrina. A figura mostra a grande
plasticidade entre os adipócitos marrons, beges e brancos com a influência de alguns
indutores e a capacidade dessas células em orquestrar o microambiente tumoral, através
do fornecimento de energia e da imunomodulação. Fonte:(CORRÊA; HEYN; MAGALHAES,
2019)

1.1.2 Metabolismo e Câncer

A proliferação celular descontrolada está na essência do desenvolvimento neoplásico,

todavia não envolve somente a alteração de vias proliferativas, mas também, a adaptação

do metabolismo energético da célula. Isso se deve à necessidade de alimentar o cresci-

mento e a divisão celular. Em condições aeróbicas, as células normais adquirem energia

majoritariamente pela oxidação de glicose a piruvato, pela glicólise no citosol, seguida pela

oxidação em dióxido de carbono na mitocôndria. Já em baixas taxas de oxigênio, apenas

uma pequena parte do piruvato vai para mitocôndria (BONORA et al., 2012).

As células neoplásicas, por outro lado, mesmo na presença de oxigênio, podem repro-

gramar seu metabolismo energético, favorecendo a glicólise e a formação de lactato, ao

invés da fosforilação oxidativa. Esse estado metabólico é chamado de glicose aeróbica e foi

observado primeiramente por Warburg como uma característica anômala do metabolismo

de células cancerosas (WARBURG, 1930; WARBURG, 1956a; WARBURG, 1956b). O efeito

Warburg já foi descrito em diversas células de tecido embrionário de divisão rápida, dando

suporte a alta taxa de síntese de biomoléculas dessas células. No contexto das neoplasias,

o aumento da via da glicólise, permite a utilização de intermediários glicolíticos em diversas

vias de biossíntese, como as de produção de ácidos graxos e colesterol, derivados de
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açúcar pentoses e hexoses, glicerol, nucleótidos e aminoácidos não essenciais (HEIDEN;

CANTLEY; THOMPSON, 2009).

A produção de ATP é, por volta de 18 vezes, menor pela glicólise do que pela fosfori-

lação 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 produção de transportadores de glicose 1 (GLUT1) e, também, aumenta a expressão

da primeira enzima da via glicolítica, hexoquinase (HK) (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Esse metabolismo glicolítico já foi associado a ativação de alguns oncogenes, como RAS e

MYC, e a ativação de genes supressores de tumor mutados, como P53, assim como, o au-

mento dos fatores de transcrição ’Hypoxia-inducible factor 1α e 2α’ (HIF1α e HIF2α), os quais

favorecem a proliferação celular (DEBERARDINIS et al., 2008; JONES; THOMPSON, 2009).

Outra fonte de nutrientes que também é alterada em células tumorais, é a utilização de

glutamina, a qual fornece nitrogênio para a síntese de diversos compostos celulares, tais

como, nucleotídeos de purina e pirimidina, além disso, auxilia na absorção de aminoácidos

essenciais. Embora os aminoácidos não essenciais possam ser produzidos por células de

mamíferos pela via ’de novo’, os aminoácidos essenciais devem ser adquiridos de fontes

externas. Nesse contexto, a importação de um aminoácido essencial, a leucina, através

da membrana plasmática, realizada pelo transportador de aminoácidos L do tipo 1 (LAT1),

demonstrou estar acoplado a um efluxo simultâneo de glutamina (NICKLIN et al., 2009). Em

suma, a maior absorção de glutamina está ligada a um maior transporte de aminoácidos

essenciais para célula, assim como, é utilizada como fonte carbônica para produção de

biomoléculas (Figura 6).
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Figura 6 – Utilização de Intermediários do Ciclo Glicólise/TCA para Biossíntese e Produção de NADH.
(A) Diferenças no metabolismo central do carbono de uma célula em estado quiescente
em comparação com uma célula em proliferação; (B) Diversas saídas 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)

Nesse cenário, quando as células cancerosas têm uma alta taxa de consumo de

nutrientes, juntamente a uma escassez no fornecimento vascular tumoral (VAUPEL; KAL-

LINOWSKI; OKUNIEFF, 1989), certas mutações dão capacidades alternativas para lidar

com a baixa de precursores anabólicos. Nessa situação, o plasma e o fluido intersticial dos

tecidos, que é rico em proteínas solúveis, é utilizado por células cancerosas para adquirir

aminoácidos livres englobando-os por macropinocitose, seguida da degradação lisossômica

dessas moléculas extracelulares (COMMISSO et al., 2013). Outras formas, de adquirir

esses nutrientes, é por meio do engolfamento e digestão de células inteiras, processo

chamado de entose, assim como a fagocitose de corpos apoptóticos do microambiente

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

Outra consequência da falta de fornecimento de nutrientes vasculares para o tumor, é

o surgimento de áreas em hipóxia, as quais acarretam prejuízos a reações biossintéticas,
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que requerem oxigênio como aceptor final de elétrons. Tal como ocorre com a ’stearoyl-CoA

desaturase 1’ (SCD1), a qual catalisa reações envolvidas na produção de ácidos graxos pela

via ’de novo’ . Nessas circunstâncias, as células, importam esses ácidos graxos já “prontos”

do ambiente circundante sob a forma de lisofosfolípidos de cadeia contendo unidades acilo

(COMMISSO et al., 2013). Enquanto alguns tipos tumorais desenvolvem adaptações para

superar a baixa disponibilidade de ácidos graxos livres, outros induzem a liberação desses

lipídeos das células normais vizinhas a partir da expressão da ’lipoprotein lipase’ (LPL) e da

’monoacylglycerol lipase’ (MAGL) (KUEMMERLE et al., 2011; NOMURA et al., 2010).

O estado de altas taxas de oxidação de glicose está também diretamente ligado a uma pro-

dução aumentada de acetil-CoA. Essa molécula é um substrato fundamental para enzimas

que acetilam histonas e outra proteínas. Desse modo, quando as histonas estão acetiladas,

a fita de DNA possui maior disponibilidade transcricional e, dessa forma, há um aumento

da expressão gênica (LEI; TU, 2013; CAI et al., 2011). Além desses fatores, a interação

metabólica 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 mudanças fenotípicas (HANAHAN; COUSSENS, 2012). A

acumulação de lactato advinda do alto consumo de glicose e glutamina, demonstrou causar

uma atenuação da ativação de células T e dendríticas, a migração de monócitos, como

também, leva a uma polarização de macrófagos para um perfil M2, que atua de forma

imunosupressora. Além disso, induz a liberação de VEGF, por células estromais associadas

ao tumor, e leva a uma acidificação do meio extracelular, favorecendo a degradação da

matriz extracelular. Esses processos atuam favorecendo o processo de angiogênese e

invasão do tumor (PAVLOVA; THOMPSON, 2016).

Em suma, as alterações metabólicas celulares em tumores, abrangem três principais

’Hallmarks’: a alteração do influxo metabólico, garantindo uma maior capacidade de adquirir

nutrientes necessários; modulando a forma pela qual os intermediários metabólicos são

atribuídos a diferentes vias que contribuem para o desenvolvimento neoplásico e por último;

exercendo efeitos de longa duração sobre os rumos que a célula seguirá, entre os quais

se encontram alterações na diferenciação das próprias 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 alterações metabóli-
cas que lhes permitem ter acesso à fontes de nutrientes convencionais, bem como a fontes
de nutrientes não convencionais, utilizar estes nutrientes na criação de nova biomassa para
sustentar a proliferação desregulada, e tirar partido da capacidade de selecionar metabólitos
para afetar o destino das próprias células cancerosas, bem como uma variedade de tipos
de células normais dentro do microambiente tumoral. São representadas três camadas
de interação célula-metabolito, todas elas se reprogramam no câncer. No topo estão as
adaptações que envolvem a absorção de nutrientes (Hallmarks 1 e 2), seguidas de alterações
das vias metabólicas intracelulares (Hallmarks 3 e 4) no meio. Finalmente, os efeitos a longo
prazo da reprogramação metabólica na própria célula cancerígena (Hallmark 5), bem como
em outras células do seu microambiente (Hallmark 6), são representados na parte inferior.
Fonte: Pavlova e Thompson (2016)

1.2 Câncer de mama

Dentre os diversos tumores malignos, o câncer de mama, destaca-se como um

dos principais tipos entre as mulheres, sendo o mais comum, atrás apenas do câncer

de pele não melanoma. Quase um terço dos tumores femininos são enquadrados como

câncer de mama, a taxa de mortalidade-incidência desses tumores é de 15% e os números

relacionados à incidência de câncer de mama em locais diferentes do globo (27 em 100 000
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na África e leste asiático 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 triênio 2020-2022, o surgimento de 66280 casos anuais de cân-

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 câncer no país,

assim como seguiu uma ascendência da curva no decorrer dos anos e no aumento da faixa

etária (INCA, 2019; HARBECK; GNANT, 2017). Um estudo prospectivo informou que mais

de um terço dos tumores de mama que acometem mulheres de países desenvolvidos são

influenciados por fatores associados ao estilo de vida, como abuso de álcool, uso de tabaco,

histórico reprodutivo, terapia hormonal, menopausal e obesidade (NUR et al., 2019).

Segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), há diversos tipos de câncer de mama, dos

quais possuem diferentes formas de evolução da doença. Alguns tumores de mama se

desenvolvem de forma rápida e agressiva, já outros, possuem uma evolução mais limitada.

Nesse contexto, o prognóstico do carcinoma de mama varia de acordo o tamanho tumoral,

o grau de diferenciação histológica, a presença de comprometimento axilar e de invasão

linfovascular (COLOZZA et al., 2005). Dessa forma, se descoberto e tratados nos primeiros

estágios do desenvolvimento da doença, é possível se alcançar um bom prognóstico, mas

por outro lado, diagnóstico e tratamentos tardios estão diretamente ligados a um alto grau

de mortalidade.

O câncer de mama pode ser classificado em cinco tipos clássicos da doença: 1. Car-

cinoma ductal invasivo, em que as células tumorais se instalam no ducto mamário e é o

tipo de câncer mais comum entre as mulheres; 2. Carcinoma ductal in situ, o qual possui

chances de desenvolver metástases menores, porque as células tumorais se estabelecem

dentro dos ductos mamários; 3. Carcinoma lobular in situ, que possui o segundo lugar

entre os mais comuns em mulheres, em que a neoplasia se desenvolve dentro dos lóbulos

das glândulas responsáveis pela produção de leite; 4. Carcinoma lobular invasivo, acome-

tendo os lóbulos das glândulas produtoras de leite, mas apresenta uma alta capacidade

metastática; por último: 5. Doença de Paget, onde as células tumorais se instalam no

tecido conjuntivo da mama, e é o tipo mais raro da doença (SERRA et al., 2014; GOBBI,

2012). A heterogeneidade da doença é clinicamente subdividida em três principais subtipos

baseados na expressão de receptores hormonais, estrógeno (ER) e progesterona (PR), e

a ausência ou presença de ’human epidermal growth factor receptor 2’ (HER2): tumores

luminais positivos para receptor de estrógeno, positivos para o receptor de progesterona e

de mama triplo-negativo (TNBC) (Figura 8) (DENKERT et al., 2017).
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Figura 8 – Classificação molecular dos subtipos de câncer de mama. A categorização é com base
na expressão de receptores hormonais, como receptor de estrógeno (ER) e progesterona
(PR), o marcador de proliferação Ki-67 e o receptor do fator de crescimento epidérmico
humano 2 (HER2). O prognóstico varia em função do subtipo de cancro da mama, sendo
que, medicamentos específicos, como Herceptina, são utilizadas em tumores positivos
para HER2 e como oTamoxifeno para tumores positivos para ER. Fonte: Adaptado do
BiorenderTM:

O TNBC caracteriza-se por não apresentar níveis detectáveis dos receptores hormo-

nais de estrógeno e progesterona e de HER2 (BIANCHINI et al., 2016). Esse tipo de câncer

evidência como principais características clínicas: uma alta invasividade, em que 46% dos

pacientes apresentarão metástases distantes; alta taxa de reincidência após cirurgia, por

volta de 25%; e está diretamente ligado a piores prognósticos e altas taxas de mortalidade

da doença (YIN et al., 2020). Nos Estados Unidos, 12% do total de tumores diagnosticados,

são TNBC (BIANCHINI et al., 2016).

Devido à heterogeneidade dos tumores TNBC, podem ser classificados a partir de análises

histológicas, moleculares, metabólicas e de expressão gênica. A maior parte dos TNBC são

agrupados como carcinomas mamários invasivos (LIVASY et al., 2005). Nesse contexto, os

TNBC, também, podem ser subdivididos considerando as alterações em vias metabólicas,

por exemplo: o subtipo lipogênico (MSP1); o glicolítico (MPS2); e o metabólico misto (MPS3)

(GONG et al., 2021)

Quando se considera a complexidrade dos tumores de mama, as abordagens terapêuticas

dependem de alguns fatores, como a fase de desenvolvimento do tumor, a presença ou

ausência 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

estão centradas na diminuição do crescimento celular e, mesmo demonstrando potentes

resultados, carregam uma alta taxa de citotoxicidade, atingindo células saudáveis, devido a

sua não especifidade (VALASTYAN; WEINBERG, 2011; BIANCHINI et al., 2016). Por causa

disso, abordagens antineoplásicas adjuvantes ou alternativas, como imunoterapias, vêm

sendo estudadas e desenvolvidas para mitigar os efeitos tóxicos ou até mesmo potencializar

terapias convencionais (CAO; NIU, 2020).

Indivíduos afetados por tumores triplo-negativos tendem a apresentar pior prognóstico

quando comparados a outros categorias de neoplasias mamárias (MALORNI et al., 2012).

Isso se deve a expressões não detectáveis de ER, PR e HER2, pois, quando as células

tumorais apresentam biópsias PR+ e ER+, são passíveis de tratamento com bloqueadores

hormonais, assim como tumores ER-, mas PR+. Com isso, é possível tratar de forma mais

direcionada e específica nesses casos. Quadro que não é aplicável aos TNBC, fazendo

com os tratamentos sejam mais invasivos e tóxicos, principalmente realizados com quimio-

terápicos (PERNAS; TOLANEY, 2019; GOLDHIRSCH et al., 2011).

Uma célula de linhagem de câncer 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 glicolítico MSP2 (SIMÕES et al., 2015), o que demostra que

essas células apresentam preferência metabólica pela utilização de glicose (via glicolítica).

Ademais, é um modelo amplamente empregado no estudo de tumores primários de mama

murinos. A célula 4T1 possui uma grande semelhança com cânceres de mama humanos em

estágio IV de desenvolvimento, ao fato de ser bastante tumorigênica e metastática, o que

leva a metástase em diversos sítios distantes do tumor primário, como gânglios linfáticos,

sangue, fígado, pulmão, cérebro, e osso (AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, ;

PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2000).

1.3 Ácidos Graxos Poliinsaturados (PUFAs)

Os ácidos graxos de poli-insaturados, chamados de PUFAs, são ácidos graxos que

possuem na sua cadeia de hidrocarbonetos, mais de duas ligações duplas. Duas importan-

tes classes desses ácidos são os de ômega-3 (n:3 PUFAs) e ômega-6 (n:6 PUFAs), que

possuem a primeira ligação dupla, em relação a grupo metil do final da cadeia carbônica,

no terceiro e no sexto carbono, respectivamente. (YAQOOB, 2009). Esses são derivados

do ácido linoleico (n:6 LA) e α-linoleico (n:3 ALA), que podem levar a síntese endógena de

diferentes outros PUFAs. O metabolismo de LA leva a formação do ácido araquidônico (n:6

ARA). Já o metabolismo de ALA leva a formação do ácido eicosapentanoico (EPA), que

seguido de reações de elongação e dessaturação, leva a formação de ácido docosahexa-
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enoico (DHA). Por não serem sintetizados pela via de novo da célula, são considerados

essenciais e, dessa forma, precisam ser adquiridos pela dieta (MORI, 2017).

As principais fontes dos ácidos graxos de 18 carbonos se dá, majoritariamente, pela

ingestão de peixes selvagens de água fria, mamíferos marinhos ou por suplementação a

base de óleo de peixe (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2018). Outros alimentos, mais comuns a

dieta, como os óleos de soja e de canola, chia e linhaça possuem quantidades significativas

(tipicamente <50%) de ácido alfa-linoleico (ALA). Dentre estes, os que possuem maiores

efeitos biológicos descritos, são o EPA e o DHA. Todavia a produção deses compostos, de

forma endógena, é bastante reduzida em humanos, da mesma forma que, fatores como

idade e alterações metabólicas, levam a uma maior redução dessa produção (TROESCH et

al., 2020).

Nesse contexto, a encorporação diária na dieta desses lipídeos, pode conduzir a uma

elevação das suas concentrações plasmáticas, para que, dessa forma, possam executar

suas diversas funções benéficas ao organismo. As ações protetoras envolvendo os n:3

PUFAs e diversas condições patológicas vêm 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 doenças cardíacas e síndromes metabólicas (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 infecções, como é o caso de infecção pelo Zika vírus (BRAZ-DE-MELO et al., 2019).

Os mecanismos de ação 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 dinâmica de membrana, tal como modulam a expressão de

genes que atuam na produção de mediadores inflamatórios ativos (RODRÍGUEZ-CRUZ;

SERNA, 2017). Tendo como exemplo, a partir do DHA, são produzidas as moléculas anti-

inflamatórias resolvinas, protectinas e maresinas, as quais atuam diretamente em processos

de resolução da inflamação, assim como são fundamentais para a manutenção da homeos-

tasia celular (ZÁRATE et al., 2017). Uma classe de moléculas derivadas dos PUFAs são

os epoxieicosanoides, os quais já foram demonstrados, a partir de estudos pré-clínicos,

suas propriedades cardioprotetoras, vasodilatadoras, anti-inflamatórias e anti-alérgicas

(SCHUNCK et al., 2018).

Os n:6 PUFAs, como o ARA, também evidenciam importância para o desenvolvi-

mento físico e mental (MASHAVAVE et al., 2016) atuando, também, na modulação da

membrana plasmática e expressão gênica (HUERTA-YÉPEZ; TIRADO-RODRIGUEZ; HAN-

KINSON, 2016). Todavia, o consumo desses compostos tem que ser moderada, pois,

atuam na modulação de processos inflamatórios, por meio da produção de mediadores

pró-inflamatórios (PATTERSON et al., 2012). Dietas ocidentais são mais ricas em carnes

vermelhas e ovos, tal como é pobre em carnes brancas e óleos vegetais. Desse modo, a

taxa de n:6 PUFAs em relação a n:3 PUFAs é aumentada, favorecendo a competição por
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enzimas que são responsáveis pela produção de mediadores inflamatórios, favorecendo um

perfil mais pró-inflamatório. Nesse contexto, fica evidente a necessidade de se suplementar

com dietas ricas em n:3 PUFAs para que os valores dessa taxa fiquem mais próximos

(HUERTA-YÉPEZ; TIRADO-RODRIGUEZ; HANKINSON, 2016).

Outra forma de atuação dos n:3 PUFAs é a partir da modulação metabólica de

células do tecido adiposo. Diversos mecanismos estão diretamente ligados a esse processo,

dentre eles, o DHA e o EPA demonstraram a capacidade de ativar a proteína quinase

ativada por AMP (AMPK) a promover a β-oxidação do tecido adiposo. Tal qual, foi capaz de

prevenir a lipogênese hepática dependente de AMPK e do fator de transcrição regulados do

metabolismo de glicose e de lipídeos, PPARα (SIRIWARDHANA et al., 2013). Por último,

Chang et al. (2015) evidenciou o papel dos n:3 PUFAs, juntamente ao fator de transcrição

PPARγ, na polarização de macrófagos M2 e a diminuição da inflamação.

O tecido adiposo é um dos que sofre maiores influencias advindas dos PUFAs. Isso

se deve ao seu papel como principal reserva de ácidos graxos no organismo (HAMES et

al., 2015). Os n:3 PUFAs estão envolvidos em vias celulares, que levam a hiperplasia e

hipertrofia adipocitária, no qual são capazes de mitigar esses processos. Tal como, atuam na

diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos maduros (SIMOPOULOS, 2016). Para mais,

levam a um aumento do metabolismo energético, por meio da estimulação da biogênese

mitocondrial (HENSLER et al., 2011).

Nesse contexto, a melhora de parâmetros inflamatórios está diretamente ligada

a algumas ações no perfil de expressão de adipocinas, como a adiponectina, a qual

desempenha um papel anti-inflamatório, a uma inibição da produção de citocinas pró-

inflamatórias produzidas a partir do fator de transcrição NF-κB, como IL-6, fator de necrose

tumoral alfa (TNF-α), proteína-1 quimioatraente de monócitos (MCP-1) e o inibidor do

ativador do plasminogênio 1 (PAI-1) (NESCHEN et al., 2006). Outras moléculas de caráter

pró-inflamatório secretadas pelos adipócitos, são as prostaglandinas e eicosanóides. No

entanto, a síntese dessas moléculas é diminuída quando se tem maiores concentrações de

EPA, por exemplo. Dessa forma, EPA compete com o ácido araquidônico pela incorporação

nas membranas celulares, assim como, para substrato da produção de eicosanóides a partir

do ARA (WORTMAN et al., 2009).

1.3.1 Ácido docosahexaenoico (DHA)

O DHA é uma molécula bastante flexível e pode atuar afetando propriedades físicas

das membranas celulares, como fluidez, flexibilidade e espessura (HISHIKAWA et al., 2017).

Como já dito, é sintetizada por meio de uma séria de reações enzimáticas a partir do EPA

(CALDER, 2017). Esse ácido graxo essencial ômega-3 é encontrado principalmente em

peixes marinhos selvagens (YAMAGATA, 2017). Os metabólitos gerados a partir dele são

principalmente mediadores pró-resolução derivados de DHA, epóxidos de DHA, neuro-
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prostanos, etanolaminas e acilglicerois. Esses compostos desempenham diversas funções

no organismo, tais como, aumento do consumo energético, indução do catabolismo lipí-

dico, modulação da resposta imune, resolução inflamatória, assim como atua no reparo e

regeneração tecidual (KUDA, 2017).

O consumo de DHA já é relacionado na literatura científica como fator central na

manutenção da função neural, sendo relacionado a saúde cerebral e a melhora de condi-

ções associadas ao sistema nervoso central, principalmente durante o desenvolvimento

embrionário (SUN et al., 2018). Também está relacionado a diminuição do risco de desen-

volvimento da doença de Alzheimer (YASSINE et al., 2017), tal e qual desordens, como

depressão, bipolaridade, doença de Parkinson e Esclerose Amiotrófica Lateral (ZÁRATE et

al., 2017). Uma das moléculas produzidas a partir do DHA, a neuroprotectina D-1, atua na

proteção do cérebro contra doenças neurodegenerativas e envelhecimento (ECHEVERRÍA

et al., 2017).

Além das suas ações centrais no sistema nervoso, o consumo de DHA está associ-

ado a diminuição do risco de diversas doenças, 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; CAMPOS, 2019). Isso se deve as suas propriedades anti-

proliferativas, pró-apoptóticas, anti-angiogênicas e anti-metastáticas, podendo ser utilizado

como eficiente adjuvante em tratamentos quimioterápicos (MERENDINO et al., 2013).
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2 Justificativa

Tendo em vista os efeitos benéficos da suplementação com ômega 3 DHA em diver-

sas patologias, principalmente em decorrência da modulação exercida sobre o metabolismo

lipídico e sobre a inflamação. Assim como, devido às suas ações anti-tumorais, tais como,

protetor contra o desenvolvimento de neoplasias, inibição do crescimento tumoral, da angio-

gênese e da formação de metástases, além do arrefecimento de sintomas dessa patologia e

efeitos adversos da quimioterapia, radioterapia e cirurgia. Esse papel do DHA em processos

de carcinogênese ainda não é consensual, demonstrando papéis duais. Essa dualidade

pode depender do tipo de câncer, do tecido de origem, do estágio de desenvolvimento tumo-

ral e dose utilizada. Dessa forma, fica evidente a necessidade de estudos que explorem as

possíveis ações diferenciais das doses de DHA em condições patológicas ou não. Ademais,

o papel que essa suplementação pode exercer sobre o metabolismo tumoral e mamário, tal

qual, se essas alterações têm alguma influência das doses diferenciais é bastante escassa

na literatura e se faz necessária a investigação.
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3 Objetivo

Avaliar os efeitos da suplementação com Ômega-3 (DHA), por duas doses diferentes,

sobre parâmetros carcinogênicos, perfil metabólico e inflamatório em camundongos com

câncer de mama triplo-negativo.

3.1 Objetivos específicos

•Avaliar a influência das doses no comportamento e em alterações clínicas dos

animais;

•Avaliar o papel das doses na modulação de parâmetros bioquímicos, hematológicos

e inflamatórios sistêmicos;

•Avaliar a modulação das doses no peso e nas alterações morfológicas teciduais do

fígado e do baço dos animais tratados;

•Averiguar a influência das doses suplementadas na alteração morfológica dos

tecidos adiposos branco subcutâneo e marrom, no peso e no perfil inflamatório desses

tecidos;

•Avaliar a presença de metástase no pulmão, nos linfonodos e alterações morfológi-

cas do intestino;

•Verificar se as doses de DHA influenciam no volume tumoral, na morfologia do

tecido tumoral, na modulação do perfil inflamatório e na alteração do perfil metabólico do

câncer de mama triplo-negativo 4T1 e da mama.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Delineamento Experimental

Foram utilizados camundongos fêmeas (N=60), os quais foram divididos em dois

grandes grupos, saudáveis e com câncer (N=30), dos quais foram subdivididos em 6

diferentes grupos experimentais (N=10) (Tabela 1). Sendo eles, animais com e sem câncer

suplementados com água 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 suplementação, as células 4T1 foram inoculadas na mama. A eutanásia foi realizada

no 60º dia de suplementação, seguida da coleta e análise de sangue e excisão dos órgãos.

A avaliação para a aplicação do ponto final humanitário foi realizada a partir de alguns

critérios. Primeiramente, avaliando a perda de peso dos animais, que não poderá exceder a

taxa de 20%, que será utilizado como um dos parâmetros para caquexia. Assim como a

massa tumoral, que não poderá exceder em 15% o peso do animal, assim como parâmetros

comportamentais explicitados na seção 4.5 (WORKMAN et al., 2010).

Tabela 1 – Especificação dos grupos experimentais, suas siglas representativas e N amostral.

Grupos experimentais Sigla N amostral

Animais saudáveis suplementados com água filtrada HC 10

Animais saudáveis suplementados com DHA500 mg/Kg HLD 10

Animais saudáveis suplementadoscom DHA 2 g/Kg HHD 10

Animais com câncersuplementados com água filtrada CC 10

Animais com câncersuplementados comDHA500 mg/Kg CLD 10

Animais com câncersuplementados comDHA 2 g/Kg CHD 10
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Figura 9 – Linha do tempo evidenciando os passos experimentais da suplementação. Passo 1: Início
da suplementação de todos os animais com duas doses de DHA e água filtrada. Passo 2:
Cultivo de células da linhagem 4T1 em meio RPMI com 10% de Soro Fetal Bovino. Passo
3: Inoculação das células 4T1 na quantidade de 1x105. Passo 4: Fim da suplementação e
eutanásia dos animais para coleta das amostras e órgãos para análise. Passo 5: Análise e
processamento dos dados adquiridos.

4.2 Linhagem Celular e Modelo Tumoral

Células de câncer de mama triplo-negativo murino 4T1 (número 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 úmida a 37 °C

e 5% de CO2. As células tumorais foram implantadas por via ortotópica no ducto da quinta

glândula mamária dos animais (ROMERO et al., 2019), na concentração de 1x105 células,

contadas em câmara de Neubauer (ANDRADE et al., 2020). Para a inoculação do tumor,

os animais foram anestesiados com uma solução de xilazina (10 mg/kg) + quetamina (80

mg/kg). Os animais que não foram inoculados com as células 4T1, foram inoculados com

solução de ’Phosphate-buffered saline’ (PBS) para mimetizar os estresses sofridos durante

o procedimento.
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4.3 Modelo Animal

Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem Balb/C selvagens, entre 8-12 
semanas de vida, fornecidos pelo biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública 
(IPTSP) da Universidade Federal do Goiás (UFG). Os animais foram mantidos a 23 ± 1 °C , 
em ciclos de luz claro/escuro de 12 horas e com acesso à água e ração ’ad libitum’. Todos 
os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA) 
do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília (UnB).

4.4 Ácido Docosahexaenoico (DHA)

Foi utilizado para a suplementação dos animais cápsulas de ômega-3 à base de óleo 
de peixe, 50% DHA: 10% de EPA adquirido comercialmente. É extraído através de processo 
de alta tecnologia onde se isenta de impurezas e metais pesados, certificado pelo Programa 
Internacional de Padrões de Óleo de Peixe (IFOS ™). As doses foram estabelecidos usando 
como base diversos estudos que exploraram o potencial de ômega-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 vão desde 0,2 g/Kg até 16 g/kg de DHA+EPA, 
em modelos murinos de câncer de mama e próstata, evidenciando que há 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 parâmetros relacionados ao 
desenvolvimento tumoral .

4.5 Observações Clínicas e Aferição 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 estão com a postura curvada, e 
imóveis na gaiola. Também, foram avaliados individualmente, por inteiro, para examinar os 
olhos, focinho, boca, orelhas, vibrissas, a superfície corporal e a coloração de suas patas, 
cauda e orelhas. Por último, foi avaliada a condição da pelagem. Essas análises foram 
realizadas e registradas em tabela de pontuação para auxiliar na quantificação do bem-estar 
animal (Tabela 2). A avaliação clínica, conjuntamente, foi realizada por meio de alguns 
parâmetros como perda de peso, diarreia e inapetência. (WHITEHEAD et al., 2014; PAULO;

(CEUA), 2020).
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Tabela 2 – Tabela utilizada como base para avaliar parâmetros motores, comportamentais, condições
corporais. Fonte: Paulo e (CEUA) (2020)

4.6 Análises Histopatológicas e Peso dos Órgãos

Foram coletadas amostras de tumor, linfonodos, mamas, pulmão, baço, fígado, rins, 
tecido adiposo branco visceral (vWAT) e subcutâneo (sWAT), tecido adiposo marrom (BAT), 
sessão do intestino. Após a excisão, os tecidos adiposos, o fígado e o baço foram pesados. 
Os órgãos foram fixados em paraformaldeído 4%, desidratados em soluções alcoólicas, 
diafanizados em xilol e emblocados em parafina. Foram feitos cortes microscópicos entre 
8 e 12 micrômetros, corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE). As análises 
histopatológicas foram realizadas utilizando-se de microscópio óptico Olympus BX51.

4.7 Dosagem de Parâmetros Inflamatórios

Após a excisão, os tecidos adiposos (sWAT, BAT), as mamas e os tumores foram 
congelados em nitrogênio líquido (N2 ). Posteriormente, para extração de proteína, foram 
retiradas e pesadas porções desses órgãos (54±24g), por conseguinte, foi adicionada a 
solução de tampão de extração (KCl:0,66 g /Tris: 0,061 g /EDTA: 0,037 g /H2O q.s.p 50 
ml /pH 7.5) na proporção de 9 ml/g de tecido. Conjuntamente, foi adicionado inibidor de 
protease (Sigma Aldrich) 50 μl/g de tecido, seguida da maceração do tecido. Por último, as 
amostras foram centrifugadas a 4ºC, 10 000 G, por 15 minutos e o sobrenadante foi coletado 
e utilizado para as dosagens. Foram dosadas as citocinas IL-1β (Catalog No.: DY401), IL-6 
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(Catalog No.: DY406), IL-33 (Catalog No.: DY3626), TGF-β (Ref. Number: 14-8352-68) e 
TNF-α (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 
instruções do fabricante foram seguidas e os níveis de citocinas foram apresentados em 
níveis absolutos (pg/mL).

4.8 Coletas e Análises de Sangue

Os animais tratados e não tratados foram anestesiados com solução de xilazina e 
quetamina, como descrita no tópico 4.2, no dia da eutanásia para coleta de sangue por 
punção cardíaca. Do volume total da amostra, foram utilizados 100μL de sangue para 
análises hematológicas e 900μL para as análises com o soro.

4.8.1 Análises Hematológicas

Para avaliar possíveis processos inflamatórios, alérgicos e anêmicos decorrentes 
da suplementação, as amostras de sangue foram armazenadas em tubos 10% EDTA 
K3 MiniCollect® 0,25 ml K3E e processadas no Analisador Automático de Hematologia 
Sysmex pocH-100i ™ Diff (Sysmex) (Curitiba / Paraná, Brasil) calibrado para camundongos. 
Foram avaliados os seguintes parâmetros hematológicos: eritrograma, leucograma e série 
plaquetária.

4.8.2 Análises Bioquímicas

Para avaliar a função hepática, renal, perfil lipídico e estado nutricional após a su-

plementação dos animais, 900 uL de sangue foram obtidos por punção cardíaca, 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 análise foi feita em um analisador bioquímico 
automático Chemwell-t (Labtest, Brasil), conforme orientações do fabricante. Foram realiza-

dos os seguintes exames: Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato aminotransferase 
(AST) e Albumina para avaliação da função hepática, creatinina K, ureia para avaliação 
renal e Colesterol, Triglicerídios, lipoproteína de baixa densidade (LDL) e lipoproteína de 
alta densidade (HDL) para avaliar o perfil lipídico.

4.8.3 Dosagem de Citocinas do Soro

De modo a se verificar se as diferentes condições experimentais influenciaram o perfil de 
citocinas presentes no soro dos animais, foram dosadas a IL-1β e TGF-β, utilizando-se ’kits’ 
comerciais para ensaio de ELISA (R&D). As instruções do fabricante foram seguidas e os 
níveis de citocinas foram apresentados em níveis absolutos (pg/mL).
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4.9 Análises do Tumor e Mama

4.9.1 Volume Tumoral

Os tumores foram medidos (comprimento e largura) com paquímetro digital stainless 
hardened® em dias alternados até o dia da eutanásia. Para calcular o volume tumoral, o 
comprimento e a largura da massa do tumor foram utilizados seguindo a fórmula V = W 2∗L

2

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

e L é o comprimento.

4.9.2 Análises de Perfil Metabólico Tumoral por Cromatografia Gasosa Acoplada à Espec-
trometria de Massas (CG-EM)
Para avaliar a alteração do perfil metabólico global da mama e do tumor dos animais

suplementados com as duas doses de DHA, os tecidos foram excisados e congelados

em N2 e então armazenados a uma temperatura de -80 ºC (N=6). Por conseguinte, foram

pesados e seccionados em porções entre 18-22 mg de tecido. Posteriormente, foi adici-

onado 1ml da solução de extração (Isopropanol/Acetonitrila/Água (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 adição de ribitol 0,2 g/ml, no

volume 60μL, e da secagem realizada em um ’speed-vac’, a 30ºC. O extrato seco, então, foi

ressuspenso em solução Acetonitrila:Água (1/1). Alíquotas de 200 μL foram então transferi-

das a outro tubo e foi adicionado 40μL de Metoxamina Hidroclorido 20 mg/ml em piridina,

seguida da agitação orbital por 2h a 37ºC. Após esse processo, foi adicionado N-Methyl-

N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (MSTFA) e agitada em orbital por 30 min, a 37ºC. Por

último, uma alíquota de 100μL foi transferida para tubo de vidro de análise (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 injeção 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 possuíam fator qualitativo
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4.10 Análises Estatísticas

A análise estatística dos dados foi realizada com a utilização do programa GraphPad-

Prism v.9.0.0. A normalidade das variáveis contínuas foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.

Diferenças entre os grupos analisados foram investigadas através de ANOVA (para dados

que seguiram a distribuição normal) ou Kruskal-Wallis (no caso de não haver distribui-

ção normal), seguido do pós teste indicado para cada situação (Tukey ou Dunn´s). Os

grupos foram comparados simultaneamente para identificação de diferenças significativas

representativas.

Para escolha do N amostral, segundo Moore et al. (2016) e Wang et al. (2018) é

necessário um tamanho amostral de 10 animais para validações estatísticas de análises de

composição da microbiota intestinal, que foi um dos objetivos do projeto. A avaliação de

alteração da composição da microbiota não foi finalizada até a publicação desse documento.

Além disso, esse número assegura as possíveis perdas de animais em decorrência dos

procedimentos experimentais ou possíveis estresses, como também a caquexia decorrente

do câncer (Hain et al. 2019, Wilson et. al. 2020).

v.9.0.0.

>70. Os dados foram normalizados pela massa de tecido utilizada e transformados por log2.

Seguido da avaliação da normalidade e aplicação do teste estatístico mais recomendado

para cada caso. Foram consideradas diferenças significativas com p≤0.05 (Seção 4.10). As

análises foram realizadas nos ’softwares’ MetaboAnalyst 5.0, Vanted 2.8.2 e GraphPadPrism
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5 Resultados e Discussão

5.1 Resultados

5.1.1 Observações Clínicas e Aferição do Peso dos Animais

Os animais suplementados, HHD e CHD, apresentaram diarreia nas seis primeiras

semanas, caso que foi contornado após esse período e que não foi observado nos grupos

HLD e CLD (Figura 10) . Além disso, apresentaram resistência em tomar a suplementação

a partir da segunda semana. Não foram observadas alterações na atividade motora e no

comportamento, como, por exemplo, postura curvada, imobilidade na gaiola e inapetência.

Assim como, não apresentaram nenhuma modificação nos olhos, no focinho, na boca, nas

orelhas, nas vibrissas, na superfície corporal e na coloração de suas patas e cauda. Tendo

em vista o peso dos animais durante a suplementação, houve uma redução do peso dos

animais do grupo HHD em comparação ao grupo HLD e, também, redução do peso do

grupo CLD em comparação ao CC.

Figura 10 – Peso dos animais (g). (A) Peso dos animais no decorrer da suplementação medido sema-
nalmente. (B) Área sobre a curva (AuC) do peso dos animais do gráfico A. * p <0,05.

5.1.2 Análises de Parâmetros do Sangue e do Soro

5.1.2.1 Análises Hematológicas

5.1.2.1.1 Eritrograma

A análise do eritrograma evidenciou um aumento do número de Hemácias (RBC) e

da porcentagem de Hemácias no volume de sangue total (HCT) no grupo HHD em relação
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ao HC, o que não ocorreu nos grupos dose baixa. Assim como, um aumento do volume das 
hemácias (MCV) e da quantidade média de hemoglobina contida num glóbulo vermelho 
(MCH) no grupo CHD em relação ao HHD. Foi, também, observada uma diminuição de 
MCH e da concentração média de hemoglobina corpuscular presentes na hemácia (MCHC) 
no grupo HLD, comparado as HC. Por último, foi observado um aumento da largura de 
distribuição de glóbulos vermelhos como coeficiente de variação (RDW-CV) nos grupos 
HHD e CC em relação aos grupo HC e da largura de distribuição de glóbulos vermelhos 
como desvio padrão (RDW-SD) dos grupos com câncer comparado aos seus respectivos 
controles sem câncer (Tabela 3).

Tabela 3 – Análises hematológicas (Eritrograma). Os dados foram expressos como média ± desvio

padrão. Os asteriscos seguidos pela sigla de cada grupo evidenciam as diferenças signifi-
cativas entre eles. * p <0,05; ** p <0,01. RBC - glóbulos vermelhos; HGB-Hemoglobina; HCT-
Hematócrito; VCM - volume corpuscular médio; Hemoglobina corpuscular média; MCHC -
Concentração média de hemoglobina corpuscular; RDW-CV - Largura de distribuição de
glóbulos vermelhos como coeficiente de variação; RDW-SD - Largura de distribuição de
glóbulos vermelhos como desvio padrão. HC: Controle saudável; CC: Controle câncer; HLD:
Saudável dose baixa; CLD: Câncer dose baixa; HHD: Saudável dose alta; CHD: Câncer dose
alta.
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CLD comparado a HLD e CC comparado a HC. Por fim, não foram observadas alterações

no número de plaquetas (PLT) (Tabela 4).

Tabela 4 – Análises hematológicas (leucograma e plaquetograma). Os dados estão expressos como 
média ± desvio padrão. Os asteriscos seguidos pela sigla de cada grupo evidenciam as diferenças 
significativas entre eles. * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. WBC- Leucócito total; W-SCR - taxa de cél-

lulas pequenas (linfócitos); W-MCR – Taxa células médias (basófilos, eosinófilos e 
neutrófilos); W-LCR- Taxa de células grandes (monócitos); W-SCC - Contagem absoluta de 
células pequenas (linfócitos); W-MCC - Contagem absoluta de células médias (basófilos, 
eosinófilos e monócitos); W-LCC - Contagem absoluta de células grandes (neu-trófilos); 
PLT - Plaquetas. HC: Controle saudável; CC: Controle câncer; HLD: Saudável dose baixa; 
CLD: Câncer dose baixa; HHD: Saudável dose alta; CHD: Câncer dose alta.

5.1.2.1.2 Leucograma e Plaquetograma

A análise do leucograma mostrou um aumento de leucócitos (WBC), principalmente

causada pela presença de tumor, evidenciado nos grupos CC e CLD, em relação a HC

e HLD respectivamente. Fato que não ocorreu no grupo CHD. Já 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 câncer comparado aos seus respectivos controles sem

câncer. Já em relação ao taxa de células médias (W-MCR) , houve um aumento do grupo

CC em relação a HC e do grupo CHD em relação a HHD. Em relação a contagem absoluta

de células pequenas (W-SCC) e médias (W-MCC) ficou evidente o aumento nos grupos
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Figura 11 – Parâmetro bioquímicos séricos renais.

5.1.2.2.2 Lipidograma

Tendo em vista que a suplementação com DHA é categorizada como uma dieta com

alto teor lipídico e capaz de alterar o metabolismo de gordura, foi avaliado se as diferentes

concentrações administradas poderiam modular sistemicamente o perfil e/ou metabolismo

lipídico dos animais. Nesse sentido, foi observada uma diminuição dos níveis plasmáticos

de triglicerídeos no grupo HHD em relação ao HC, fato não observado na dose baixa.

Ficou evidente uma diminuição de colesterol e HDL no grupo CHD em relação ao HHD e

diminuição de HDL no grupo CC em relação a HC (Figura 12).

5.1.2.2 Análises Bioquímica

5.1.2.2.1 Função Renal

Em relação aos testes bioquímicos de parâmetros da função renal, não houve

alterações significativas entre os grupos analisados. Fato que, evidencia a não toxicidade

das doses de DHA administradas (Figura 11).
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Figura 12 – Perfil lipídico sistêmico. * p <0,05; *** p<0,001. HDL - Lipoproteína de alta densidade; LDL -
Lipoproteína de baixa densidade.

5.1.2.3 Análise de Citocinas do Soro

A inflamação é um parâmetro que atua de forma dual na carcinogênese e progressão

tumoral. A depender das particularidades dos mecanismos de estabelecimento e evasão

imune de cada tipo de tumor, o balanço inflamatório pode promover um microambiente

anti ou pró-tumorigênico. A linhagem celular 4T1 é um tumor inflamatório que se beneficia

do aumento do recrutamento de células imunes, bem como da produção de citocinas pró-

inflamatórias para sua progressão. Considerando as informações acima, fez-se necessária

a avaliação do impacto da suplementação com DHA no perfil inflamatório sistêmico de

animais com ou sem câncer. De forma geral, foi observado uma diminuição dos níveis

séricos da citocina pró-inflamatória 1L-β nos animais do grupo CHD em comparação aos do
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grupos HLD e HHD. Em contrapartida, não foi observada alterações significativas dos níveis

séricos da citocina anti-inflamatória TGF-β entre os grupos (Figura 13).

Figura 13 – Análises de citocinas sistêmicas. Dosagem realizada por ensaio de imunoabsorção en-
zimática (ELISA). * p <0,05. 1L-β - Interleucina 1β; TGF-β - Fator de transformação do
crescimento β.

5.1.3 Análises do Fígado

O risco de alterações hepáticas é um dos principais fatores considerados quando se

avalia o impacto das diferentes dietas hiper lipídicas, o que inclui dietas ricas ômega-3.

5.1.3.1 Peso

Dentre os parâmetros morfológicos analisados, foi avaliado o impacto da suplementa-

ção com DHA no peso do fígado dos animais. Foi observado uma redução do peso hepático

do grupo HHD em comparação ao HC e CHD (Figura 14).

Figura 14 – Peso do fígado (g). * p <0,05
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5.1.3.2 Histopatologia

Foi observada hepatite nos grupos com câncer. Essa não possui critérios de especi-

ficidade como eosinófilos, balonização de hepatócitos, esteatose, granulomas ou elementos

heterólogos, sendo, portanto, inespecífica. Também, não foi possível observar necrose de

hepatócitos (Figura .

Figura 15 – Histologia do fígado corada com H&E. Os triângulos pretos indicam a presença de hepatite
nos tecidos. W - animais suplementados com água 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 Análise de Parâmetros Bioquímicos da Função Hepática

Visando a caracterização dos efeitos da suplementação com DHA na função hepática

foram realizadas análises bioquímicas das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e

alanina aminotransferase (ALT), uma vez que a presença dessas enzimas no sangue é

indicativo de lesão ou patologias nesse tecido. Nesse sentido, foi observado uma diminuição

dos níveis séricos das enzimas AST e ALT nos grupos CHD em comparação aos HHD
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e uma diminuição de AST no grupo CHD em relação ao CC. Em relação aos níveis de

albumina, não foram observadas alterações significativas entre os grupos (Figura 16).

Figura 16 – Parâmetro bioquímicos hepáticos. AST - aspartato aminotransferase; ALT - alanina amino-
transferase. * p <0,05; ** p <0,01.

5.1.4 Análises do Baço

5.1.4.1 Peso

Alterações morfológicas de órgãos linfoides são importantes indicativos de modula-

ção da resposta imune do indivíduo, sendo assim, um parâmetro essencial para a avaliação

do papel da suplementação com DHA em animais com ou sem câncer. Ademais, o tumor

de mama 4T1 é caracterizado por levar à formação de metástase em diversos órgãos, tal

como o baço, e também a casos de esplenomegalia. Tendo isso em vista, foi observado

aumento do peso do baço para todos os grupos com câncer, isto é, CC, CLD e CHD. No

entanto, apenas os grupos HLD e CLD apresentaram diferenças significativas. (Figura 17).

Figura 17 – Peso do baço (g). * p <0,05.
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5.1.4.2 Histopatologia

Seguindo com a análise morfológica do baço, foi realizado histologias do tecido que

indicaram a presença de êmbolos tumorais metastáticos em parênquima esplênico nos

grupos com câncer (CC, CLD, CHD). Contudo, não foram observadas anormalidades no

tecido dos animais controle e suplementados com DHA sem câncer (HC, HLD, HHD) (Figura

18).

Figura 18 – Histologia do baço corada com H&E. Os triângulos pretos indicam a presença de êmbolos
tumorais metastático em parênquima esplênico nos tecidos. W - animais suplementados
com água filtrada; LD - animais suplementados com a dose baixa (500 mg/Kg); HD - animais
suplementados com a dose alta (2 g/Kg).

5.1.5 Análises dos Tecidos Adiposos

Devido à ação do n:3 PUFAs em modular o metabolismo lipídico, levar a lipólise,

reduzir os depósitos de gordura, assim como levar a modulação inflamatória, ativação

de BAT e ao amarronzamento, foram feitas análises do peso, histológicas 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 não foi alterado em decorrência dos tumores de

mama, nem das diferentes doses de DHA (Figura 19).

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 condições experimentais.
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Figura 20 – Histologia do tecido adiposo marrom (BAT) interescapular corado com H&E. W - animais
suplementados com água 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 Análise do Perfil Inflamatório

Em relação a citocina IL-6, foi possível observar um aumento dose-dependente

nos grupos sem câncer, como também um aumento no grupo CLD em relação ao CC.

Por outro lado, no grupo CHD, foi observada uma diminuição em relação ao CC e uma

redução acentuada em relação a CLD (p<0,0001). Além disso, foi verificado uma diminuição

acentuada (p<0,0001) do grupo CHD em relação a HHD. Pegando como parâmetro IL-

33, foi possível observar um aumento no grupo HHD em relação a HC, assim como, um

aumento no grupo CLD em relação a CC. Já em relação ao grupo CHD, foi evidenciado uma

diminuição em relação ao grupo HHD e CLD. Avaliando os níveis de TNF-α, houve uma

redução significativa no grupo CHD em relação aos grupos CLD e HHD. Já a quimiocina

MCP1 foi reduzida no grupo CHD comparado a HHD. TGF-β também foi diminuída no grupo

CHD em relação 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 imunoabsorção enzimática (ELISA). * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001;
**** p<0,0001. IL-6 - Interleucina 6; IL-33 - Interleucina 33; TNF-α - fator de necrose tumoral
α; MCP1 - proteína quimioatrativa de monócito 1; TGF-β - Fator de transformação do
crescimento β.

5.1.5.2 Subcutaneous White Adipose Tissue (sWAT)

5.1.5.2.1 Peso

Foi observado apenas uma redução de sWAT no grupo HHD em relação ao HLD

(Figura 22) .

Figura 22 – Peso do tecido adiposo branco subcutâneo (sWAT). * p <0,05.
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5.1.5.2.2 Histopatologia

O sWAT apresentou uma fibrose no grupo CHD, mas os demais tecidos demonstra-

ram arquitetura tecidual preservada (Figura 23).

Figura 23 – Histologia do tecido adiposo branco subcutâneo (sWAT) corado com H&E. W - animais
suplementados com água 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 Análise do Perfil Inflamatório

Não foram observadas alterações nos níveis de TNF-α e IL-33 nos grupos analisados.

Todavia, ao avaliar IL-6, foi observado um aumento dose dependente nos grupos sem câncer,

juntamente a um aumento no grupo CLD em relação ao HLD. Foi possível identificar também

uma diminuição no grupo CHD em relação aos grupos CLD e HHD (Figura 24).
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Figura 24 – Dosagem de citocinas do tecido adiposo branco subcutâneo (sWAT) realizada pelo método
de ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA). * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001; ****
p<0,0001. IL-6 - Interleucina 6; IL-33 - Interleucina 33; TNF-α - fator de necrose tumoral
α; MCP1 - proteína quimioatrativa de monócito 1; TGF-β - Fator de transformação do
crescimento β.

5.1.5.3 Visceral White Adipose Tissue

5.1.5.3.1 Peso

Não foram observadas variações significativas no peso de vWAT, o que revela a não

influência das doses de DHA, tal e qual, to tumor (Figura 25).

Figura 25 – Peso do tecido adiposo branco visceral (vWAT) (g).
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5.1.5.3.2 Histopatologia

Os órgãos amostrados e analisados apresentam arquitetura preservada, sem altera-

ções marcantes (Figura 26).

Figura 26 – Histologia do tecido adiposo branco visceral (vWAT) corado com H&E. W - animais suple-
mentados com água filtrada; LD - animais suplementados com a dose baixa (500 mg/Kg);
HD - animais suplementados com a dose alta (2 g/Kg).

5.1.6 Análises Histopatológicas do Pulmão, Linfonodo Inguinal e Intestino

Os órgãos, pulmão, intestino e linfonodo analisados apresentam arquitetura preser-

vada, sem alterações histopatológicas marcantes (Figuras 27 e 28 ).
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Figura 27 – Histologia do tecido pulmonar corado com H&E. W - animais suplementados com água
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 água filtrada;
LD - animais suplementados com a dose baixa (500 mg/Kg); HD - animais suplementados
com a dose alta (2 g/Kg).

5.1.7 Análises do Tumor e da Mama

5.1.7.1 Volumo Tumoral

Os tumores medidos não apresentaram diferenças significativas no decorrer da

suplementação (Figura 29A e 29B). Por outro lado, houve uma diminuição significativa do

volume tumoral final no grupo CHD em relação 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 detecção do tumor sólido. O volume foi calculado pela fórmula
V = W 2∗L

2 detalhada por Faustino-Rocha et al. (2013). B. Área sobre a curva do gráfico A. C.
Volume tumoral final. * p <0,05.

5.1.7.2 Histopatologia

As análises histopatológicas da mama não demostraram nenhuma alteração mar-

cante, a presença de ácinos de revestimento colunar simples, sem atipias, organizados

em lóbulos, demonstrando uma arquitetura preservada. Já em relação aos tumores, foram

observadas células médias e grandes, de núcleos megálicos, irregulares, com cromatina

aberta, macronucleolados e citoplasma amplo e anfofílico, organizadas em tubos malfor-

mados. Há presença de necrose liquefativa, infiltrado inflamatório peritumoral associado a

edema intersticial, congestão vascular e extravasamento de hemácias (Figura 30).
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Figura 30 – Histologia da mama (lado esquerdo) e do tumor (lado direito) corados com H&E. Os
triângulos pretos indicam a presença necroses tumorais. W - animais suplementados com
água 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 Análise do Perfil Inflamatório

Em relação IL-6, foi observada uma diminuição no grupo CC em relação ao HC, além

disso, uma diminuição do grupo CHD em relação ao CLD. Ficou evidenciada uma diminuição

de TGF-β no grupo HHD em comparação a HLD e no grupo CHD em relação a CLD. Tendo

em vista TNF-α, foi observada uma diminuição de no grupo CC em consideração a HC. Por

fim, não foram evidenciadas alterações 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 mamário (barras não hachuradas) e do tumor (barras
hachuradas) realizada pelo método de ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA). * p
<0,05; ** p <0,01. IL-6 - Interleucina 6; IL-33 - Interleucina 33; TNF-α - fator de necrose
tumoral α; MCP1 - proteína quimioatrativa de monócito 1; TGF-β - Fator de transformação
do crescimento β.

5.1.7.4 Análise do Perfil Metabólico

Para avaliar as diferenças do perfil metabólico global da mama e do tumor dos

animais suplementados com as duas doses de DHA, foi feita análise de GC-MS para

detecção de diferentes metabólitos. Ao todo, foram identificadas 40993 variáveis, 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 análise de ’clusterização’ hierárquica, foi possível observar uma aglome-

ração do perfil de metabólitos decorrente do tipo de tecido avaliado, mama ou câncer, e

que não demonstrou relação com as doses de ômega-3. Ficou evidente no ’heatmap’ a

aglomeração dos grupos com câncer no lado esquerdo e do tumor no lado direito. Semelhan-

temente, a partir do PLSDA, também é possível observar as distâncias entre metabólicas

entre os grupos, utilizando-se dos principais metabólitos que com abundância distinta e, da

mesma forma, ficou evidente a segregação dos grupos com e sem câncer(Figura 32A).
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Figura 32 – Perfil metabólico 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 então submetidas à GC-MS, os dados foram nor-
malizaddos pela massa de tecido e transformados por log 2 com posterior análise 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 metabólito foi analisado separadamente, conforme a normalidade de cada

um, e foi possível encontrar diferenças significativas de metabólicos, como aminoácidos,

carboidratos, ácidos graxos, nucleotídeos, hormônios e ácidos orgânicos, os quais estão

associados com a via glicolítica, ciclo do ácido cítrico, metabolismo de aminoácidos, de

colesterol, de creatina, de purina, de pirimidinas e de ácidos graxos.

As diferenças significativas foram moduladas principalmente em relação ao tecido

analisado, mama e tumor, do que uma modulação das doses de DHA. A via glicolítica

foi uma das que mais apresentaram uma maior quantidade de diferenças significativas

entre os grupos dos metabólitos. Isso já se era esperado pelas alterações nas células em

decorrência do processo de carcinogênese, caso clássico do efeito Warburg. Assim, foi

possível observar uma alteração do metabolismo de carboidratos, no qual fica evidente

uma tendência de aumento nos níveis de tagatofuranose, galactose, maltose, manose e

frutose. Contrariamente, foi observado uma diminuição de glicose. O efeito Warburg também

é caracterizado pela modulação de intermediários do CAC e foi possível observar um

aumento de fumarato e do ácido tricarbalílico, inibidor da enzima aconitase, a qual catalisa

a reação de citrato a isocitrato. Os intermediários do CAC são substratos para produção de

diversas biomoléculas, o que inclui a síntese de aminoácidos, sendo assim, observou-se,

também, uma tendência de aumento nos grupos com câncer dos aminoácidos prolina,

aspartato e treonina, tal como de 5-oxoprolina, derivada do glutamato. Outros aminoácidos,
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advindo de intermediários da glicose, também foram aumentados nos mesmos grupos,

como serina, glicina, valina, leucina, alanina, tirosina e fenilalanina (Figura 33).

Figura 33 – Alterações da via glicolítica, do ciclo do ácido cítrico e do metabolismo de aminoácidos da
mama e do tumor. *Os asteriscos correspondem às diferenças significativas nos grupos
com a mesma dose de suplementação, mas com ou sem tumor. * p <0,05; ** p <0,01;
*** p<0,001. #As hashtags correspondem às diferenças dos grupos dose alta (HHD) em
relação ao controle saudável (HC). # p <0,05. HC: Controle saudável; CC: Controle câncer;
HLD: Saudável dose baixa; CLD: Câncer dose baixa; HHD: Saudável dose alta; CHD: Câncer
dose alta.
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Para mais, houve modulação do metabolismo de bases nitrogenadas, o que é

evidenciado pelo aumento de inosina, um intermediário da síntese de purinas (adenina e

guanina). Nesse caso, foi observado um aumento significativo no grupo CLD em relação a

HLD (Figura A). Ainda mais, houve alterações no metabolismo de pirimidinas, visto que foi

possível observar um aumento 34de uridina e pirimidinas no grupo CLD em comparação

a HLD também (Figura B). Foi possível observar também a alteração nos níveis de ureia,

produzida a partir da degradação 34 de aminoácidos, a partir do ciclo da ureia, o que foi

evidenciado pela tendência de aumento nos grupos com câncer, mas apenas significativa

no grupo CHD em relação a HLD (Figura 34C).

Figura 34 – Alterações do metabolismo de pirimidinas e purinas e do ciclo da ureia da mama e do
tumor. *Os asteriscos correspondem às diferenças significativas nos grupos com a mesma
dose de suplementação, mas com ou sem tumor. * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. HC:
Controle saudável; CC: Controle câncer; HLD: Saudável dose baixa; CLD: Câncer dose
baixa; HHD: Saudável dose alta; CHD: Câncer dose alta.

Outros metabólitos que também sofreram alteração foram relacionados ao ciclo

metabolismo de cretina. Dessa forma é possível observar uma tendência de aumento de

cretinina nos grupos com câncer. Esse composto é 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 formação de creatinina

irreversivelmente. Contudo, só foi possível observar diferença significativa no grupo CLD em

comparação a HLD (Figura 35A). Já em relação ao metabolismo de colesterol, foi possível

observar um aumento de pregnenolona, esse composto é fundamental para a produção de

hormônios esteróis e é o principal precursor de hormônios corticosteroides, andrógenos e

estrógenos. Foi possível observar um aumento nos grupos com câncer, mas com aumento

significativo nos grupos CHD e CLD em relação a HHD e HLD, respectivamente (Figura
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35B).

Já em relação ao metabolismo de ácidos graxos, foi observado uma diminuição nos

grupos CHD e CC em relação a HHD e CH, respectivamente de ácido oleico e palmitoleico.

Além disso, ficou evidente a alteração desses lipídeos no tecido mamário, caso que foi

correlacionado com as doses de DHA. Assim, foi observada a diminuição significativa de

ácido oleico no grupo dose baixa (HLD) em comparação ao controle saudável (HC) e um

aumento da dose alta (HHD) em comparação a dose baixa (HLD). Também, foi observada

uma diminuição significativa de ácido palmitoleico na dose baixa (HLD) em relação ao

controle saudável (HC). Esse ácidos graxos são da família dos monoinsaturados e tem

papéis centrais na carcinogênese. Para mais, foi observada uma redução significativa de

ácido linoleico, um ácido graxo essencial, o qual tem um papel central no metabolismo de

ARA, no grupo CHD em relação a HHD. Por último, foi observado uma diminuição de ácido

vacênico nos grupos CHD e CC em relação a HHD e HC, respectivamente. Já nas mamas,

também foi observado uma diminuição no grupo HLD em relação a HC e um aumento no

grupo HHD em relação a HLD. Nesse contexto, fica evidente uma atividade diferencial das

duas doses nesses ácidos graxos, no tecido mamário (Figura 35C).

Figura 35 – Alterações do metabolismo de creatina, colesterol e ácidos graxos da mama e do tumor.
*Os asteriscos correspondem às diferenças significativas nos grupos com a mesma dose
de suplementação, mas com ou sem tumor. * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. #As hashtags
correspondem a diferenças dos grupos dose alta (HHD) em relação ao controle saudável
(HC). # p<0,05; ## p <0,01. $ Os cifrões representam as diferenças dos grupos (HHD) em
relação a (HLD). $ p<0,05; $$ p <0,01. HC: Controle saudável; CC: Controle câncer; HLD:
Saudável dose baixa; CLD: Câncer dose baixa; HHD: Saudável dose alta; CHD: Câncer
dose alta.
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5.2 Discussão

Nas últimas duas décadas o número de diagnósticos de câncer praticamente dobrou,

saiu de 10 milhões em 2000 para 19,3 milhões em 2020. Nos dias atuais, 1 em cada 5

pessoas irão desenvolver câncer na vida e a tendência nesses números é de aumento.

Conjuntamente, o número de mortes também possuem tendencia de aumento, de 6,2

milhões em 2000 para 10 milhões em 2020. Nesse contexto, o câncer de mama tornou-se

a neoplasia mais diagnosticada, ultrapassando o câncer de pulmão (WORLD HEALTH

ORGANIZATION, ). O TNBC é caracterizado por uma alta invasividade, levar a formação de

metástases e, consequentemente estar associado a altas taxas de mortalidade (YIN et al.,

2020).

Na busca por terapias com menor nível de toxicidade, fardo característico da quimiote-

rapia e radioterapia, ou de terapias adjuvantes, que possam potencializar essas abordagens

clássicas, diversos compostos já demonstraram potencialidade para o tratamento de neo-

plasias. Nesse cenário, os n:3 PUFAs apresentam ações capazes de mitigar o crescimento

tumoral (FASANO et al., 2017), diminuir os efeitos adversos da quimioterapia, evidenci-

ando efeitos analgésicos, antidepressivos e mitigando a síndrome de anorexia-caquexia

(FREITAS; CAMPOS, 2019). Nesse contexto, durante a suplementação, foram avaliadas

alterações na atividade motora, no comportamento, alterações clínicas morfológicas, assim

como perda de peso, diarreia e inapetência dos animais. Os resultados demonstraram

uma resistência em tomar a suplementação dos animais, a partir da segunda semana de

experimento, assim como presença de diarreia nos animais suplementados, todos com

a dose alta (2g/Kg). Devido a isso, foram feitas lâminas histológicas do intestino desses

animais e não foram encontradas alterações histopatológicas marcantes. Os efeitos dos n:3

PUFAs já vem sendo descrito em diversos estudos, principalmente a sua capacidade de

alterar a composição da microbiota, manter a integridade da parede intestinal e interagir

com as células imunes locais (COSTANTINI et al., 2017). A diarreia em decorrência da

injesta de DHA/EPA também já foi descrita como consequência da suplementação, o que

se deve a mudanças na microbiota intestinal, todavia, não se sabe exatamente a relação

da dose com essa condição. Porém, apesar de terem sido demonstradas as alterações no

perfil do microbioma intestinal, essas alterações não foram moduladas de forma significativa

(WATSON et al., 2018). Essa condição a qual foi contornada a partir da sexta semana de

suplementação (Colocar que as análises de microbiota do meu estudo ainda estão sendo

realizadas ?).

Os efeitos do n:3 PUFAs vão além da alteração 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 são diretamente ligados ao aumento da sensibilidade

a insulina (CHO et al., ), na modulação do metabolismo lipídico, como na formação de

eicosanoides, na diminuição da adipogênese (HENSLER et al., 2011), no aumento da termo-
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gênese e na regulação de adipocinas, alterando a concentração plasmática de adiponectina

e leptina (ALBRACHT-SCHULTE et al., 2018). Para verificar as alterações possivelmente

decorrentes desses processos, foi avaliado o peso dos animais no decorrer da suplementa-

ção e foi possível observar uma diminuição do peso nos animais sem câncer na dose alta

em relação a dose baixa, evidenciando que o efeito da diminuição de peso ocorreu apenas

na dose alta. Esse efeito pode ser devido a diminuição de depósitos de WAT, que ocorreu

principalmente no subcutâneo nos mesmos grupos, assim como a diminuição de apetite,

geralmente relacionada ao consumo de n:3 PUFAs (ALBRACHT-SCHULTE et al., 2018).

Por outro lado, quando se tem a presença de neoplasias, os efeitos desses ácidos

graxos são, de certa forma, controversos, efeitos tais que dependem do tipo de câncer

avaliado, as fontes desses ácidos graxos (ALA, EPA, DHA), a dose e a taxa n:6/n:3 e fatores

genéticos (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2018; FREITAS; CAMPOS, 2019). Alguns estudos

demonstram a não interferência da suplementação no processo de caquexia, assim como,

não são indicados em alguns tipos de câncer e quadros caquéticos muito avançados (RIES

et al., ). Em contrapartida, por conseguir equilibrar o metabolismo energético, impedir a

perda de massa magra e ter efeitos anti-inflamatórios, pode auxiliar em casos de caquexia

decorrente de canceres avançados (FREITAS; CAMPOS, 2019). Fato que, foi possível

observar pela diminuição do peso dos animais CLD, mas não nos CHD, demonstrado que

o efeito protetivo pode ter ocorrrido na maior dose, mas não na menor dose, também

evidenciado pela não alteração das massas dos tecidos adiposos avaliados. O peso dos

animais é apenas um dos fatores que se avalia em casos de caquexias, sendo necessária

a avaliação do perfil inflamatório, assim como a perda de massa muscular, dessa forma

seriam necessárias outras avaliações para se ter melhores conclusões.

A avaliação de fatores hematológicos é um importante método para diagnosticar

doenças, diversos parâmetros podem ser utilizados para predizer severidade, mortalidade

e possíveis abordagens terapêuticas em pacientes com câncer de mama (DIVSALAR et

al., 2021a), além disso, são importantes marcadores para inflamação sistêmica (CETIN et

al., 2014). Devido a isso, foram realizados exames hematológicos nos animais no final da

suplementação e foi possível observar que nos resultados do eritrograma as alterações

significativas ocorreram principalmente devido à presença ou não de câncer, evidenciadas

principalmente nos níveis de RDW, característicos de condições que levam a degradação

de eritrócitos em situações de caráter inflamatório (SALVAGNO et al., 2015), sem influência

das doses de n:3 PUFAs. Outro fato importante é que ouve um aumento de Eritrócitos no

grupo HHD em relação ao controle saudável, evidenciado pelos resultados de RBC e HCT.

A eritropoiese, aumento de hemácias, já foi relatada por Al-Daraji et al. (2010) em galinhas

suplementadas com óleo de peixe, por outro lado, Nnamonu et al. (2020) demonstrou a não

alteração de RBC em ratos suplementados com doses <250 mg/Kg. O mecanismo como

os n:3 PUFAs podem influenciar no aumento de hemácias ainda não é bem elucidado, mas

é importante evidenciar que houve influência da dose alta, mas não na dose baixa desse
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parâmetro.

No que se refere ao leucograma, a maior parte das diferenças significativas, também

foram em relação a presença de tumor nos animais, não havendo relação com as doses

de n:3 PUFAs. Isso foi evidenciado nos valores de W-SCR, W-LCR e W-LCC, todavia,

em relação a WBC, as diferenças só foram encontradas entre os grupos CC e HC, como

também, entre CLD e HLD, fato qual não ocorreu entre grupos dose alta, CHD e HHD. Essa

tendência de diminuição de WBC foi impulsionada, provavelmente pela contagem de células

pequenas, no caso, leucócitos (W-LCC) e de células médias, representadas por basófilos,

eosinófilos e neutrófilos (W-MCC). O aumento de WBC já é algo evidenciado em pacientes

com câncer de mama , assim como, os níveis de linfócitos e neutrófilos são ferramentas

importantes para o diagnóstico da fase e monitorização do cancro da mama (DIVSALAR et

al., 2021b). Deste modo, é possível observar que na dose alta, apesar de haver a presença

de tumor nos animais, não levou a um aumento significativo dessas células, o que pode

caracterizar um perfil menos inflamatório (KHAN SA KHOSO, 2017).

Já em relação ao plaquetograma, não foi observada diferença significativa na con-

tagem de plaquetas (PLT), todavia, o volume plaquetário médio (MPV) está aumentado

nos grupos com câncer CC e CLD em relação ao HC e HLD respectivamente. O MPV é

um importante parâmetro para avaliar a função e a ativação plaquetária, pois, plaquetas

com maiores volumes são mais ativas metabolica e enzimaticamente do que as meno-

res e desempenham um papel central na angiogênese 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 produção de plaquetas. Há

evidências crescentes de que tumores e células endoteliais são influenciadas por VEGF,

factores de crescimento e interleucinas secretadas por plaquetas (HERAS et al., 2010).

Um fato importante é que MPV também está aumentado no grupo dose alta sem câncer

(HHD), comparado ao HC e HLD, em que não há presença 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 formação de plaquetas. As plaquetas são

um tipo celular bastante sensível as alterações ambientais, e esse aumento de volume pode

não estar necessariamente ligado a suplementação, sendo necessárias outras análises para

corroborar com esses achados. Contudo, a trombopoiese, ou seja, formação e liberação

de plaquetas, é relacionada aos níveis de IL-6, que estimula esse processo por meio da

trombopoietina (KASER et al., 2001). Isso corrobora com os níveis aumentados dessa

citocina nos grupos HHD em BAT e WAT, podendo ser uma possível explicação para esse

fato.

Outro parâmetro importante para avaliar inflamação sistêmica e síndromes metabóli-

cas é a alteração da produção citocinas, e quimiocinas inflamatórias nos tecidos adiposos

e no plasma, assim como de moléculas de adesão (RANGEL-HUERTA et al., 2012). A

administração de PUFAs n-3 em cultura celular e modelos animais demonstrou efeitos
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anti-inflamatórios, diminuindo a liberação das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6, TNF-α

e proteína C-reactiva (CRP) e reduzindo os níveis dos marcadores inflamatórios MCP-1 e

TNF-α no tecido adiposo (KALUPAHANA et al., 2010). Todavia, alguns estudos têm relatado

a indução de mediadores inflamatórios, como MCP-1, IL-6, IL-1β e TNF-α (DEWELL et al.,

2011). Esses efeitos duais não devem ser interpretados necessariamente como algo não

benéfico, pois, o aumento de citocinas pró-inflamatórias em tecidos adiposos, já foi relacio-

nado ao aumento da atividade lipolítica, diminuindo a atividade lipogênica e, aumentando

assim, a utilização de gordura e diminuindo a sua deposição (KALUPAHANA et al., 2010).

Isso demonstra o efeito dual que esses ácidos graxos podem exercer sobre parâmetros

inflamatórios e que ser benéfico ou não, vai depender de diversos fatores.

Sabendo disso, foram avaliados os pesos, o perfil de citocinas e possíveis alterações

histopatológicas do BAT e do sWAT. A partir desses dados, não foi possível observar

diferença significativa no peso de BAT, assim como, nenhuma alteração histológica evidente.

Todavia, foi possível observar um aumento de IL-6 dose dependente nos animais sem tumor,

e um aumento no grupo CLD em relação ao CC e uma diminuição do grupo CHD em relação

ao CLD e ao CC. A sinalização de IL-6 no BAT promove a polarização de macrófagos para

o fenótipo M2 (MAUER et al., 2014), assim como a sua depleção em camundongos, levou

a indução de obesidade e resistência a insulina e aumento de FGF21 (STANFORD et al.,

2013), demonstrando possível regulação indireta ou direta dessa citocina, nesse tecido.

Esses dados entram em contradição com os efeitos clássicos pró-inflamatórios já descritos

dessa citocinas, relacionados com obesidade e diabete. Além disso, IL-6 está relacionada a

ativação de ’browning’, assim como lipólise em WAT. Com isso, fica evidente o papel pró

e anti-inflamatório dessa citocina nos tecidos adiposos (OMRAN; CHRISTIAN, 2020). De

maneira similar, as citocinas IL-33 e TGF-β, nos grupos sem tumor, aumentaram no grupo

dose alta em relação ao controle. A primeira é um citocina que também está relacionada ao

processo de ’browining’ e a ativação de BAT, pois, leva ao aumento do consumo energético

e diminui o acúmulo de gordura (OLIVEIRA; TALVANI; ROCHA-VIEIRA, 2019). Isso ocorre

porque a quantidade de IL-33 afeta a expressão de UCP-1 (MATHIS, 2016). A segunda,

também está relacionada a alteração de adipocitos, pois está relacionada a inibição da

adipogênese e a indução de adipócitos marrons pela ativação da via TGF-β/Smad3 (YADAV;

RANE, 2012).

Já nos grupos com câncer, IL-33 aumentou no grupo CLD em relação ao CC e

diminuiu no grupo CHD em relação ao grupo CLD. O aumento de IL-33 é relacionado com um

pior prognóstico e correlaciona-se com aumento de VEGF em tumores. Além disso, contribui

para evasão imunitária tumoral ao promover a expansão e função imunossupressora das

células supressoras derivadas de mieloide. Isso evidencia IL-33 como uma importante

citocina pró-câncer 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 pró-inflamatório e favorecedor do tumor, todavia, a dose alta levou a uma
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redução expressiva, caracterizando um ação antitumoral. Essa diminuição em CHD também

foi mantida para TNF-α e MCP-1, que também estão associadas a um perfil mais inflamatório

e pró-tumoral, assim como para TGF-β, que está associada a promoção de processos que

induzem a progressão do tumor, como a invasão de células tumorais, a disseminação e a

evasão imunológica em cânceres de mama (MEULMEESTER; DIJKE, 2011).

De forma semelhante, no sWAT, IL-6 foi aumentada de forma dose dependente nos

grupos sem câncer e TGF-β foi aumentada no grupo CHD em relação à CLD, o que pode

estar associado ao processo de amarronzamento do tecido como já descrito. Assim como o

aumento na dose baixa em relação ao controle câncer e a diminuição dessas no grupo CHD.

Todavia, nesse tecido foi possível observar uma diminuição de MCP-1, nos grupos com

câncer, da dose alta em relação à baixa. Essa quimiocina induz uma resposta quimiotáxica

em monócitos e células endoteliais, sendo fundamental para o recrutamento de monócitos

inflamatórios para o microambiente tumoral, tal qual desempenha um papel essencial no

processo de formação de metástases do câncer de mama (MOHAMED et al., 2020).

A linhagem de carcinoma de mama 4T1 é uma linhagem celular altamente tumorigê-

nica e invasiva, gerando metástases espontâneas a partir do tumor primário na glândula

mamária para diversos sítios distantes, os quais incluem os linfonodos, o sangue, fígado, pul-

mão, cérebro, osso, baço, Intestino, rins e glândulas 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-angiogênica e anti-metastática (MERENDINO et al.,

2013). Devido a isso, foram analisados cortes histológicos do linfonodo inguinal, pulmão

e baço para avaliar se as doses utilizadas teriam algum efeito protetor contra o desen-

volvimento de metástases. Como resultado, foi possível observar a presença de êmbolos

tumorais metastáticos em parênquima esplênico em todos os grupos com câncer, fato que

não foi observado para os demais órgãos. Dessa forma, fica evidente que a suplementação

não demonstrou atividade protetiva à metástase.

O consumo de uma dieta rica em gordura, ou sejam, dietas ’high fat’ é relacionado

ao acumulo de lípidos renais, aumento de citocinas inflamatórias, a indução da retração dos

glomérulos e a disfunção renal (MULLER et al., 2019). Nesse contexto, foram realizados

exames bioquímicos para avaliar a função renal e não foi possível observar alterações nos

níveis de Ureia e Creatinina K no soro dos animais, evidenciando a não toxicidade renal

da suplementação. Essas dietas também já foram relacionadas a danos hepáticos, como

hepatite e esteatose, todavia, os n:3 PUFAs possuem efeitos contrários, como a diminuição

da inflamação do órgão e redução de depósitos de gordura (ALBRACHT-SCHULTE et

al., 2019). Devido a isso, foram realizadas análises histológicas desse tecido, as quais

evidenciaram a presença de focos de hepatite em todos os grupos com câncer. Todavia,

essa condição não evidencia critérios de especificidade, como a presença de eosinófilos,

balonização de hepatócitos, esteatose, granulomas ou elementos heterólogos, sendo,

portanto, inespecífica e leve. Além disso, não foi possível observar necrose de hepatócitos.
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Foi também avaliado o peso desse órgão e foi possível observar uma redução no grupo HHD

em relação ao controle câncer, esse efeito já foram descritos devido à ação de n:3 PUFAs,

que são metabolizados no fígado, e conseguem reduzir níveis inflamatórios e depósitos de

WAT (PATTERSON et al., 2012).

Já no grupo CHD, a massa do fígado não foi reduzida em decorrência da ação

da dose alta, provavelmente em decorrência da presença de hepatite nos grupos com

câncer. Também foram realizadas dosagens bioquímicas de parâmetros hepáticos do soro

desses animais. As enzimas ALT e AST são parâmetros bastante utilizados para avaliar a

toxicidade gerada nesse órgão, em que AST geralmente está mais associado a alterações

histopatológicas. Contudo, esses dois parâmetros geralmente são utilizados em conjunto

pra determinar danos hepáticos (KHATTAB et al., 2015). Nesse cenário, os resultados

mostraram uma diminuição de AST no grupo HHD em relação ao HC, o que pode corroborar

com os dados de hepatite presente nesse grupo, mas como não ocorreu em conjunto com

ALT, não caracteriza grandes danos teciduais, sendo assim, um dano leve. Alterações nos

níveis de albumina também estão relacionados a casos avançados de patologias hepáticas,

o que se deve a sua atuação na regulação de respostas imunológicas e inflamatórias, de

liberação de citocinas e transporte de proteínas (JAGDISH; MARAS; SARIN, 2021) Os

dados mostraram que não houve alteração dos níveis plasmáticos dessa proteína entre os

grupos, o que corrobora com os baixos níveis de inflamação nesse órgão.

Diversos estudos já demonstraram, utilizando modelos de câncer 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 proporção e da alteração da taxa

n:3/n:6 desses ácidos graxos. Já foram descritos efeitos de inibição do crescimento e

aumento de morte celular e diminuição do aparecimento de metástases em doses que

variam de 0,2 a 16 g/Kg (FASANO et al., 2017). As medidas do volume tumoral, durante

a suplementação, evidenciaram o aumento do tumor em todos os grupos, sem diferenças

significativas ao calcular a área da curva de crescimento. Contudo, o volume final desses

tumores foi diminuído nos grupos suplementados, havendo diferença significativa no grupo

dose alta (CHD). Fica evidente, nesse contexto, que efeito antitumoral só passou a ser

evidente a partir da oitava semana de suplementação e não se repetiu no grupo dose baixa

(CLD).

As ações anti-tumorais desses ácidos graxos são bastante amplas e estão direta-

mente ligadas a suas ações anti-inflamatórioas. Dessa forma, mecanismos que modulam a

expressão de citocinas derivadas de NF-kB, como IL-6, TNF-α e MCP-1 (FAN; ZIRPOLI;

QI, 2013), são utilizados como parâmetros para avaliar a agressividade e avanço tumoral.

Por isso, foi avaliada a presença de citocinas no tumor, as quais podem ser originadas

nas células tumorais, endoteliais ou imunológicas presentes. E foi possível observar uma

diminuição significativa de IL-6 no grupo dose alta (CHD) em relação à CLD. Essa cito-

cina é conhecida por causar carcinogênese e metástase através de várias vias de sinal.
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A IL-6 induz a proliferação e diferenciação de células progenitoras precoces, primeiros

megacariócitos progenitores, e tem um efeito direto sobre os megacariócitos utilizando

receptores específicos (ADILI; HAWLEY; HOLINSTAT, 2018). Nos mesmos grupos, também

foi observada uma redução de TGF-β, que apesar de ter um perfil anti-inflamatório, está

relacionada com o bloqueio da sinalização TGF-β/Smad3, que aumenta a sensibilidade à

insulina e previne a obesidade induzida pela dieta, promove o amarronzamento de WAT

e diminui a infiltração de macrófagos inflamatórios (OMRAN; CHRISTIAN, 2020) . Nesse

contexto, a diminuição de IL-6 e TGF-β corrobora com um perfil mais anti-inflamatório e,

nesse caso, anti-tumoral. Alterações nas citocinas TNF-α, IL33 e MCP-1 em decorrência

da suplementação nas mamas e nos tumores, não foram obsedavas, contudo, no tecido

mamário houve uma diminuição de TGF-β no grupo dose alta (HHD) em relação à dose

baixa (HLD), o que sugere, um ambiente menos imunosuprimido , o que pode ajudar com

um microambiente desfavorável a carcinogênese.

Devido à proliferação exacerbada, as células tumorais também possuem adaptações

metabólicas que vão dar sustentação a esse crescimento, desse modo, as células neo-

plásicas passam por um ’shift’, alteração, no metabolismo energético. A grande demanda

energética e de biomoléculas é suprida por alterações na absorção de glicose e glutamina,

assim como alterações na via glicolítica e do ciclo do ácido cítrico, mesmo em condições

aeróbicas, de forma a desviar esqueletos carbônicos que iriam fosforilação oxidativa para

biossíntese de diversas moléculas, como aminoácidos e ácidos graxos e nucleicos, carac-

terístico do efeito Warbor (PAVLOVA; THOMPSON, 2016). Nesse contexto, foram feitas

análises do perfil metabólico global dos tumores 4T1 e da mama, utilizando-se a análise

GC-MS para, de modo a avaliar as possíveis modulações metabólicas decorrentes das

diferentes doses da suplementação e quais separam o tumor do tecido mamário saudável.

Foram encontradas 52 moléculas com diferenças significativas entre os grupos, dentre es-

sas, aminoácidos, carboidratos, ácidos graxos, nucleotídeos, hormônios e ácidos orgânicos.

A partir disso, foi possível observar um perfil metabólico distinto entre os grupos com e sem

câncer. Alguns fármacos têm como alvo essas diferenças metabólicas, principalmente do

metabolismo energético e já estão em desenvolvimento e investigação em estudos clínicos

(TENNANT; DURÁN; GOTTLIEB, 2010). Foram também observadas algumas alterações

em alguns ácidos graxos na mama dos animais sem câncer .

O câncer é considerado uma doença de base genética, no entanto, um dos principais

motivos dessas alterações genéticas e de expressão gênica é criar um fenótipo metabólico

essencial para o desenvolvimento tumoral (GATENBY; GILLIES, 2004). O tecido neoplásico

demonstrou um aumento, em relação ao mamário, de pentoses relacionadas a via glico-

lítica, como galactose, manose, maltose e frutose, todavia uma diminuição de glicose. A

modulação do metabolismo de carboidrato já é um das principais alterações metabólicas em

cânceres (BOSE; LE, 2018), o que não é diferente em cânceres de mama, nesse contexto,

as alterações de diversas pentoses já são conhecidas, assim como a diminuição de glicose,
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como observada no presente estudo. A glicose é uma das principais fontes energéticas em

neoplasias sendo fundamental como característica do efeito Warbor, dessa forma, a sua

redução já é bem descrita na literatura (BUDCZIES et al., 2012). Já em relação as outras

pentoses, as alterações não podem ser delimitadas com precisão, devido à similaridade das

moléculas e limitações da técnica. Dessa forma, novas abordagens experimentais se fazem

necessárias para uma melhor identificação e discussão dessas moléculas. Foi observado

também que a suplementação não influenciou no perfil desses carboidratos.

Outra desregulação metabólica presente em células tumorais é a do metabolismo

de aminoácidos, principalmente de glutamato. O glutamato é produzido a partir de gluta-

mina, que tem sua absorção aumentada em células de câncer, o qual é utilizado, também,

como fonte energética ao ser metabolizado a piruvato, lactato e para produção de nucle-

otídeos. Dessa forma, a glutamina entra no CAC e, então, leva a produção de glutamato,

gerando outros aminoácidos como prolina e arginina (DEBERARDINIS et al., 2007). O

glutamato derivado de glutamina funciona como um doador de nitrogênio para a síntese

de diversos aminoácidos não essenciais por transaminação, principalmente advindos do

CAC. A produção dessas moléculas é essencial para sustentar a proliferação das células

tumorais (ZHANG et al., 2014). Neste contexto, observamos que o tecido tumoral levou a

uma tendência de aumento dos aminoácidos alanina, fenilalanina, tirosina, prolina treonina,

valina, aspartato, leucina, serina, glicina e fumarato em relação aos tecidos mamários, fato

característico das neoplasias e que não foi evidenciada influência das doses de n:3 PUFAS.

O metabolismo de nucleotídeos é também desregulado em processos de carcinogê-

nese, fato diretamente relacionado a utilização de glutamina. Esta é usada para produção

de uracila e timina, citosina e adenina, pois, a montagem dos anéis de pirimidina e purina

utiliza de aspartato, o qual deriva do metabólito do CAC oxalacetato e do ácido glutâmico,

que são catabólitos de glutamina. Dessa forma, a glutamina demonstra um papel central na

síntese dessas biomoléculas, de forma que a sua escassez leva a parada célula na fase S,

limitando a a progressão do ciclo celular (FONTENELLE; HENDERSON, 1969; GAGLIO

et al., 2009). Os resultados do perfil metabólico também evidenciaram uma alteração no

metabolismo de nucleotídeos, de modo que, foi observada uma tendência de aumento de

pirimidinas, uridinas e inosina nos grupos com câncer, todavia, as diferenças significativas

foram restritas ao aumento no grupo CLD em comparação ao HLD, fato que não foi obser-

vado comparando as doses altas e os controles não suplementados. Isso demonstra que a

suplementação por si só, nem a presença do câncer levou a aumentos dessas moléculas,

somente a dose baixa com câncer (CHD) teve um aumento significativo. Isso pode ser em

decorrência de um efeito sinérgico da dose baixa e o tumor.

A mama e o câncer de mama são considerados tecidos endócrinos. Diversos hormô-

nios já foram estudados e demonstraram ter relação com o desenvolvimento, progressão e

agressividade tumoral. Dentre eles, os hormônios sexuais esteroides, produzidos a partir

de colesterol, estrógenos e andrógenos, são cruciais para o desenvolvimento de câncer
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de mama a partir da interação com receptores específicos. A ação dos estrógenos está

ligada a uma ’up’ regulação de oncogenes, já os andrógenos, na ’down’ regulação de proto-

oncogenes (CACERES et al., 2018). Desse modo, o colestrol é primeiramente convertido

à pregnenolona e, a partir dela, dá origem aos demais hormônios esteróis (HARTENECK,

2013). Nesse contexto, foi observado uma tendência de aumento de pregnenolona nos

grupos com câncer em relação ao tecido mamário, todavia, somente nos grupos que foram

suplementados (CLD e CHD) em relação os suplementados sem câncer (HLD e HHD). O

consumo de n:3 PUFAs já foi relacionado a uma melhora no perfil lipídico, principalmente

pela diminuição de triglicerídeos e LDL. Todavia, os níveis de colesterol não foram influenci-

ados ou foram minimamente (ABDELHAMID et al., 2020). Dessa forma, essas diferenças

possivelmente decorrem da influência no metabolismo lipídico em conjunto com a influência

dos próprios tumores nos grupos com câncer e suplementação.

O tecido adiposo é o principal órgão responsável pela estocagem de lipídeos e

possui uma grande plasticidade fenotípica. Juntamente a isso, exerce diversas atividades

metabólicas, fisiológicas, as quais conferem funções distintas, atuando diretamente em

vias inflamatórias e no estabelecimento e desenvolvimento tumoral (PICON-RUIZ et al.,

2017). A incorporação de ácidos graxos nas células modula diversos fatores no metabolismo

lipídico, como os níveis plasmáticos de colesterol e triglicerídios, assim como a produção

de mediadores lipídicos e citocinas (RODRÍGUEZ-CRUZ; SERNA, 2017). Nesse contexto,

a partir do perfil metabólico, foi possível identificar alguns ácidos graxos com abundância

diferenciada em decorrência da suplementação. Por exemplo, o ácido oleico, que é um

ácido graxo de ômega 9, e o ácido palmitoleico, o qual representa os ácidos de ômega-7,

não essenciais e ambos da classe dos ácidos graxos monoinsaturados (MUFAs). Esses

ácidos desempenham diversas funções no organismo, desde modulação da inflamação

e do estresse oxidativo, homeostase de coagulação, de glicose e da pressão sanguínea

(BERMUDEZ et al., 2011).

O consumo de ácido oleico, principalmente a partir de azeite de oliva, é associado a

diminuição do risco de desenvolver pelo aumento dos níveis de leucotrieno A3, um potente

inibidor do LTB4 pró-inflamatório (BERBERT et al., 2005), assim como levou a apoptose e

a diminuição da expressão de COX e Bcl-2 em células HT-29 de câncer colorretal (LLOR

et al., 2003) e em relação ao câncer de mama, ele levou a uma redução da expressão do

oncogene Her-2 (MENENDEZ et al., 2005). O consumo de MUFAs e o seu armazenamento

no tecido adiposo é relacionado com um menor risco de desenvolvimento de câncer de

mama (GUO et al., 2021). Um aumento de ácido palmitoleico, também já foi associado a

um risco diminuído de câncer de mama (POUCHIEU et al., ). Isso evidencia um potencial

efeito protetor desses compostos quando presente no tecido adiposo associado as mamas.

Nesse contexto, foi possível observar uma redução desses lipídeos na mama do grupo dose

baixa em relação ao CH e um aumento na dose alta em relação à baixa. Dessa forma, fica

evidente que apenas a dose alta conseguiu garantir maior efeito protetor nessas mamas. O
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ácido vacênico foi outro ácido graxo que demonstrou uma redução na mama do grupo HLD

em relação a CC e um aumento no grupo HHD em relação a HLD. Esse lipídeo participa

na transdução de sinal do citoplasma para as membranas celulares, e ativa enzimas e

receptores de membrana que protegem as células do hospedeiro e mantêm a homeostase

celular. Além disso, já demonstrou um efeito em reduzir a proliferação de células de câncer

colorretal in vitro (CICHOSZ; CZECZOT; BIELECKA, 2020).

Dessa forma, ficou evidente a influência do DHA nos animais suplementados, que

vão desde papéis duais no crescimento tumoral, assim como na modulação dos tecidos adi-

posos, alterações inflamatórias e metabólicas no microambiente tumoral. Contudo, análises

complementares são fundamentais para corroborar e enriquecer o trabalho. Para isso, como

próximos passos, serão feitas análises de microbiota das fezes e dosagem de metabólitos

bacterianos do intestino dos animais para melhor explicar o episódio de diarreia nos animais

suplementados com a dose alta. Tal como, realizar análises de hipertrofia e hiperplasia,

a partir da histologia por microscopia, dos tecidos adiposos para confirmar a indução de

’browning’ em WAT e nos adipócitos associados a mama.
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6 Conclusão

Em suma, foram observadas diferenças, as quais tiveram influências das duas doses

de DHA utilizadas, em alguns casos, efeitos duais, assim como diferenças em relação à

presença ou não do câncer de mama. Dentro desse contexto, foi possível observar que

a suplementação com dose alta, em animais sem câncer (HHD), foi capaz de promover

a redução do peso dos animais. Por outro lado, foi observado o mesmo fenômeno para

os animais com câncer suplementados com baixa dose de DHA. Contrariamente, não foi

observada diferença significativa no peso dos animais HHD o que pode se mostrar como

uma vantagem clínica, uma vez que a caquexia, síndrome metabólica irreversível associada

a perda de massa magra, podendo ou não estar associada a perda de tecido adiposo,

é um prognóstico clínico fatal e característico da progressão da linhagem 4T1. Ademais,

todos os animais com câncer apresentaram hepatite no fígado e metástase no baço, sem

haver alguma influência do DHA, o que mostra que nenhuma das concentrações foi capaz

de inibir a formação de metástase. Assim como todos os grupos suplementados com a

dose alta, apresentaram diarreia. Já em relação às alterações sistêmicas, houve redução

de IL-1β, no grupo com câncer dose alta ratificando a capacidade de modulação do perfil

inflamatório mediado pelo DHA. As diferenças significativas dos testes hematológicos e

bioquímicos, função renal e hepática, aconteceram de forma isolada e dentro das taxas

de variação aceitáveis de cada parâmetro, pondo em voga, a não toxicidade das doses

administradas nos animais com ou sem câncer, em destaque a não toxicidade da dose alta.

Tendo em vista o lipidograma, houve a diminuição de triglicerídeos em resposta a dose alta

nos animais sem câncer (Figura 36).
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Figura 36 – Efeitos significativos decorrente dos tratamentos com DHA nos animais. RBC: Eritrócitos;
HCT: Hematócrito; AST: Aspartato aminotransferase; IL: Interleucina.

Levando em consideração a dose alta, ficou evidente a diminuição de citocinas pró-

inflamatórias nos tecidos adiposos dos animais com câncer, o que pode ser característico

da inibição de NF-κB ou da modulação da produção de eicosanoides promovida pelo DHA,

todavia são necessárias mais análises para confirmar esses processos. Contrariamente,

algumas citocinas foram aumentadas nos tecidos adiposos dos animais sem câncer e,

apesar dos efeitos esperados do DHA em reduzi-las, elas são fundamentais para a possível

ativação de BAT e do ’browning’, que também é induzido pelo DHA. Em continuação, o

volume final do tumor foi diminuído na dose alta, tal como, as diferenças significativas do

perfil metabólico aconteceram principalmente devido às alterações metabólicas adquiridas

por células neoplásicas. Por outro lado, o perfil metabólico do tecido mamário, demonstrou

diferenças significativas em resposta as doses de DHA, no qual foi observado o aumento de

ácidos graxos que podem atuar contra o desenvolvimento tumoral, como o ácido oleico e o

vacênico. Levando em consideração a dose baixa, ficou evidente o aumento de citocinas nos

tecidos adiposos, o que pode estar relacionado a característica termogênicas e lipolíticas

adquiridas por essas células, como já descrito. Além disso, o perfil metabólico mamário

evidenciou a redução dos ácidos oleico, palmitoleico e vacênico, os quais estão envolvidos

em processos antineoplásico (Figura 37).
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Figura 37 – Alterações no perfil inflamatório e metabólico dos tecidos adiposos, da mama e do tumor
em decorrência da suplementação. BAT: Tecido adiposo marrom; sWAT: Tecido adiposo
branco subcutâneo; IL-6 - Interleucina 6; IL-33 - Interleucina 33; TNF-α - fator de necrose
tumoral α; MCP1 - proteína quimioatrativa de monócito 1; TGF-β - Fator de transformação
do crescimento β.

A partir de todos os dados apresentados, fica evidente o papel diferencial das doses,

em que foi observado a ação da dose alta em conseguir atenuar o crescimento tumoral,

evitar a perda de peso, levar a um perfil mais anti-inflamatório nos tecidos adiposos e no

tumor dos animais com câncer. Por último, nos animais saudáveis, foi capaz de modular o

metabolismo da mama, levando a um aumento de ácidos graxos com ações anti-tumorais,

assim como ao aumento de citocinas envolvidas na ativação de BAT e de ’browning“, o que

leva a um microambiente desfavorável a carcinogênese, caracterizando um efeito protetor

contra o desenvolvimento de câncer de mama.
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Figura 38 – Efeitos da suplementação com a dose alta (2 g/Kg) no microambiente tumoral, tecidos
adiposos e tumor nos animais. BAT: Tecido adiposo marrom; sWAT: Tecido adiposo branco
subcutâneo; IL-6 - Interleucina 6; IL-33 - Interleucina 33; TNF-α - fator de necrose tumoral
α; MCP1 - proteína quimioatrativa de monócito 1; TGF-β - Fator de transformação do
crescimento β.
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