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RESUMO

Células e mediadores inflamatérios sdo componentes essenciais do
microambiente tumoral. A inflamagdo no céancer é sustentada pela
producdo de citocinas e quimiocinas pelas células imunes, tumorais e do
estroma a partir da ativacdo de fatores de transcrigdo nestas mesmas
células em resposta a estimulos de iniciacdo e promogdo tumoral, ou
ainda, de controle da progressdo da doenca (quimio e/ou radioterapia).
As citocinas IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a apresentam papel bem
definido na inflamacdo e seus valores estdo elevados no cancer
colorretal (CCR) quando comparados a individuos saudaveis.
Entretanto, ndo se possui clareza quanto ao provavel papel que a IL-17A
possa exercer na inflamacgdo relacionada ao cancer. Valores de PCR
também encontram-se elevados no CCR, e se associam positivamente a
malignidade da doenca e a pior progndstico clinico. Acidos graxos poli-
insaturados n-3 (AGPI n-3), em especial 0s 4&cidos graxos
eicosapentaentico (EPA) e docosahexaendico (DHA) encontrados no
6leo de peixe, podem modular a inflamagdo relacionada ao céncer
através da producdo de metabdlitos lipidicos derivados destes, que
apresentam atividade pré-resolugdo da inflamagdo. Sendo assim, este
ensaio clinico prospectivo, controlado e randomizado foi conduzido com
0 objetivo de verificar se existem alteracbes sobre a producdo de
mediadores inflamatdrios, o perfil de &cidos graxos plasmaticos e
indicadores do estado nutricional, com a suplementacdo de 2 g/dia de
Oleo de peixe durante nove semanas no cancer colorretal. Também
pretendeu-se avaliar os efeitos da suplementacdo sobre a toxicidade a
guimioterapia. Onze pacientes adultos com diagnostico histopatoldgico
de cancer colorretal atendidos no Centro de Pesquisas Oncologicas de
Florianépolis, CEPON-SC, e com indicacdio de tratamento
guimioterapico, foram randomizados para dois grupos: a) GS -
suplementado diariamente com 2 g/dia de 6leo de peixe encapsulado
durante nove semanas (n=6), ou, b) GC - controle sem placebo (n=5).
Citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-10 e IL-17A) foram avaliadas por ELISA;
PCR pelo método turbidimétrico; albumina pelo método colorimétrico
verde de bromocresol; &cidos graxos plasmaticos por cromatografia
liguida de alta performance (HPLC); e indicadores do estado
nutricional, por antropometria. Toxicidade a quimioterapia foi relatada
em entrevista. Todos os desfechos foram avaliados no dia anterior a
primeira quimioterapia e nove semanas depois. TNF-a, IL-1p, 1L-10 e
IL-17A, assim como o balango pré/anti-inflamatério e albumina sérica,
ndo tiveram alteragBes significativa entres 0s momentos e 0s grupos de



estudo (P >0,05). PCR apresentou comportamento inverso nos grupos,
reduzindo significativamente seus valores no GS, a0 passo que se
elevaram no GC (GS vs GC no 9 Semanas, p=0,045). Relacédo
PCR/albumina indicou um aumento no risco de complicacdes
inflamatorias e nutricionais no GC (de baixo e médio para alto risco)
enquanto que permaneceu baixo no GS. Proporcdo plasmatica de EPA e
DHA aumentaram 1,8 e 1,4 vezes, respectivamente, enquanto que AA
reduziu aproximadamente 0,6 vezes com a suplementacdo (Basal vs 9
Semana, p<0,05). Individuos do GS tenderam a ganhar ou preservar seu
peso durante a quimioterapia. A suplementagdo pareceu ndo exercer
influéncia sobre os relatos clinicos de toxicidade a quimioterapia. Estes
resultados evidenciam que 2 g/dia de Gleo de peixe durante nove
semanas exercem efeitos positivos sobre a resposta inflamatéria
sistémica e o estado nutricional durante a quimioterapia.

Palavras-chave: Citocinas; Perfil de acidos graxos plasmaticos; Oleo
de peixe; Estado nutricional.; Cancer colorretal.



ABSTRACT

Cells and inflammatory mediators are essential components of the tumor
microenvironment. The inflammation in cancer is supported by the
production of cytokines and chemokines by immune, tumor and stroma
cells, starting the activation of transcription factors in these same cells in
response to stimulus of tumor initiation and promotion, or even control
of disease progression (chemo and / or radiotherapy). The cytokines IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-10 and TNF-a have well-defined role in
inflammation, and its values are elevated in colorectal cancer (CRC)
compared to healthy subjects. However, one does not have clarity on the
likely role that IL-17A may play in inflammation-related cancer. CRP
levels also are high in CRC, and are positively associated with
malignancy of the disease and worse clinical prognosis. Fatty acids
polyunsaturated n-3 (n-3 PUFA), especially the fatty acids
eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) found in
fish oil, can modulate cancer-related inflammation via the production of
lipid metabolites derived therefrom which present activity pro-resolution
of inflammation.Therefore, this prospective, controlled and randomized
clinical trial was conducted in order to check whether there are changes
on the production of inflammatory mediators, the plasma fatty acid
profile and nutritional status indicaroes, with the supplementation of 2
g/day of fish oil for nine weeks in colorectal cancer patients. We also
intended to evaluate the effects of supplementation on chemotherapy
toxicity. Eleven adult patients with histological diagnosis of colorectal
cancer treated at the Oncology Research Center of Florianépolis,
CEPON-SC, and with indication of chemotherapy were randomized to
two groups: a) SG - supplemented daily with 2 g/day of encapsulated
fish oil for nine weeks (n = 6), or b) CG - control without placebo (n =
5). Cytokines (TNF-a, IL-1p, IL-10 and IL-17A) was assessed by
ELISA; CRP by the turbidimetric method; albumin by colorimetric
bromocresol green; plasmatic fatty acids by high performance liquid
chromatography (HPLC); and indicators of nutritional status by
anthropometry. Chemotherapy toxicity was reported in an interview.All
outcomes were evaluated the day before the first chemotherapy and nine
weeks later. TNF-a, TL-1B, IL-10 and IL-17A, pro/anti-inflammatory
balance and serum albumin had no significant change as between the
times and the study groups (P> 0.05). CRP showed opposite behavior in
groups, significantly reducing their values in SG, while increased in CG
(SG vs CG in 9 Weeks, p = 0.045). CRP/albumin ratio indicated an
increased risk of inflammatory and nutritional complication in CG (low



and moderate to high risk) whereas it remained low in SG. Plasma
proportion of EPA and DHA increased 1.8 and 1.4 fold, respectively,
whereas AA reduced approximately 0.6 times with supplementation (9
Weeks vs Basal, p <0.05). Individuals of SG tended to gain or maintain
weight during chemotherapy. The fish oil supplementation did not seem
to influence the clinical reports of toxicity to chemotherapy. These
results indicate that 2 g/day of fish oil for nine weeks exert positive
effects on systemic inflammatory response and nutritional status during
chemotherapy in patients with colorectal cancer.

Key-words: Cytokines; Plasmatic fatty acids profile; Fish oil;
Nutritional status; Colorectal cancer.
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1 INTRODUCAO

Céncer é o termo comum usado para representar todos 0s
tumores malignos. Tumor, por sua vez, sindbnimo de neoplasma, é uma
massa anormal de tecido, cujo crescimento ultrapassa e ndo €
coordenado com o dos tecidos normais, persistindo da mesma maneira
excessiva ap0s a interrupcdo dos estimulos que deram origem a
mudanca (WILLIS, 1952).

Nao obstante, a terminologia cancer colorretal (CCR) é usada
para representar o grupo de tumores malignos que se desenvolvem na
porcdo terminal do trato gastrointestinal, abrangendo a regido anatdmica
gue se estende do ceco e apéndice vermiforme até os limites distais do
reto (SOBIN; WITTEKIND, 2002).

Seu processo de carcinogénese € atribuido ao acimulo de
multiplas mutagBes somaticas que envolvem a ativagdo de oncogenes e
inativacdo de genes supressores tumorais, 0s quais sao responsaveis pelo
desenvolvimento de um adenoma de potencial maligno crescente a partir
de uma célula colénica normal (chamados de pélipos adenomatosos), e
posteriormente, um carcinoma invasivo (FEARON; VOGELSTEIN,
1990). Sua iniciacdo pode estar envolvida com fatores genéticos
hereditarios e ambientais, e cerca de um quarto de todos os casos de
CCR podem ter origem a partir de doencas inflamatorias intestinais,
como a doenca de Crohn e a colite ulcerativa (HISAMUDDIN; YANG,
2006).

O surgimento de células tumorais em sitios de inflamacéo foi
descrito pela primeira vez em 1863 por Rudolf Virchow, o qual
observou que os tumores sempre estavam fixados em locais de
inflamacéo crénica (BALKWILL; MANTOVANI, 2001). Todavia, ndo
sO 0 cancer pode estar inserido em um macroambiente inflamatério, mas
como o proéprio tumor representa um microambiente com caracteristicas
de inflamacdo (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). Estas caracteristicas
incluem a presenca de células e mediadores inflamatorios, remodelacéo
tecidual, e angiogénese (BALKWILL; CHARLES; MANTOVANI,
2005).

No processo de carcinogénese, fatores de transcri¢do nuclear
sdo ativados e células inflamatérias recrutadas, e em resposta produzem
e secretam citocinas pro-inflamatérias resultando na instalagdo de um
microambiente  inflamatério  associado ao  tecido  tumoral
(MANTOVANI et al., 2008). Além disso, o préprio tratamento da
doenca, ao utilizar agentes terapéuticos nocivos ou técnicas altamente
invasivas, resulta em um estado caracterizado pela migracdo e ativacao
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de leucdcitos e reagdes organicas sinalizadas pela producdo de
guimiocinas e citocinas, estimulando uma resposta inflamatéria local e
sistémica e, desta forma, contribuindo com a inflamacgéo relacionada ao
cancer (SCHWENK, 2000; HAGEMANN; BALKWILL; LAWRENCE,
2007).

S80 varias as consequéncias de uma resposta inflamatéria
exacerbada, dentre as quais citam-se: crescimento e sobrevivéncia do
cancer; invasdo, migracdo e metastases de células tumorais; resposta
alterada a hormdnios e agentes quimioterapicos e; deplecdo do estado
nutricional. Como resultado final tem-se um pior prognéstico clinico do
paciente (MANTOVANI et al., 2008).

Mediante isto, tem crescido o0 interesse por agentes
farmacoldgicos ou dietéticos capazes de modular a inflamagdo. Varios
estudos clinicos demonstraram que ingestdo de acidos graxos poli-
insaturados da familia n-3 (AGPI n-3), especialmente os acidos graxos
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), foram capazes de
modificar reacdes autoimunes e inflamatdrias suprimindo a
transformacdo neoplésica, a angiogénese e o crescimento de células
tumorais (HARDMAN, 2004).

EPA e DHA, encontrados principalmente no dleo de peixe
dietético, sdo rapidamente incorporados aos fosfolipidios de membrana
de células imunitérias e tumorais sugerindo potenciais alteragfes nas
suas funcdes em virtude da modificagdo na composicdo da membrana
(SIMOPOULOS, 2002). Evidéncias apontam a ingestdo de AGPI n-3
para melhorar a eficacia de quimioterapicos (CHA; MECKLING;
STEWART, 2002; DeGRAFFENRIED et al., 2003; JORDAN; STEIN,
2003), modular a producéo de citocinas inflamatérias (ZHU et al., 2012;
MATSUDA et al., 2006; BRAGA et al., 2002), e promover 0 ganho de
peso em pacientes com caquexia do cancer (MOSES et al., 2004).

Entretanto, os estudos que apontam para os efeitos positivos
sobre a inflamacgdo no céancer colorretal utilizaram doses > 2 g/dia de
AGPI n-3 como protocolo de suplementacdo e muitas vezes como
constituintes de formulacdes liquidas acrescidas de outras substancias
com potencial atividade imunomoduladora como o RNA e a arginina.
Ainda, estudos com os mesmos objetivos que utilizaram 6leo de peixe
isolado como intervencdo sdo escassos, da mesma forma que estudos
gue avaliaram os efeitos desta suplementacdo em individuos em
quimioterapia e/ou sobre a producdo de IL-17A. Entende-se, portanto,
gue hd uma necessidade de estudos que avaliem a acdo de uma
suplementacao de éleo de peixe isolado fonte de AGPI n-3, em humanos
portadores de neoplasia colorretal durante o tratamento quimioterapico.
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Desta forma as problematicas que surgem e orientam este
estudo sdo: a) a suplementacdo de 2 g/dia de dleo de peixe isolado
contendo aproximadamente 600 mg de AGPI n-3 durante nove semanas
altera marcadores de inflamagéo, o perfil de acidos graxos plasmaticos e
0 estado nutricional de individuos portadores de cancer colorretal em
quimioterapia?; e, b) o mesmo protocolo de suplementacdo exerce
influéncia sobre os sinais e sintomas relacionados a toxicidade a
quimioterapia?
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CANCER COLORRETAL
2.1.1 Dados epidemioldgicos

Os dados do mais recente estudo sobre as estatisticas do cancer
a nivel mundial, realizado pela compilacdo das estatisticas nacionais de
registros de cancer no ano de 2008, chamado de projeto GLOBOCAN
2008, atribuem ao céncer colorretal a terceira posi¢do no ranking dos
tipos de céncer mais incidentes nos homens e nas mulheres,
correspondendo por cerca de 1,2 milhdes (10%) dos casos de cancer
registrados naquele ano (FERLAY et al., 2010).

A incidéncia do CCR tem aumentando em alguns paises onde o
risco foi historicamente baixo (Japdo). Os maiores aumentos estdo na
Asia (Japdo, Kuwait, Israel) e Europa Oriental (Republica Tcheca,
Eslovaquia, Eslovénia). As taxas entre os homens na Republica Tcheca,
Eslovaquia e Japdo ndo s6 superou as taxas observadas em paises
desenvolvidos de alto risco (Estados Unidos, Canada e Australia), mas
como, continuam a aumentar (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2011).

O cenério atual mostra a estabilizagdo das taxas de incidéncia
na maioria dos paises ocidentais do norte europeu, com ressalvas, ao
aumento expressivo que tem sido observado na Espanha, que pode estar
relacionado com o aumento da prevaléncia da obesidade naquele pais; a
diminuicdo da incidéncia do CCR nos Estados Unidos, refletindo
parcialmente o aumento na deteccdo e remogdo de lesbes pré-
cancerosas; e 0 aumento em varios paises asidticos e orientais da
Europa, podendo refletir as alteragGes nos fatores de risco para 0 CCR
gue estdo associados com a “ocidentalizacd0” e a elevada prevaléncia de
obesidade e do hébito de fumar. Em contraste com as tendéncias de
incidéncia, as taxas de mortalidade por este tipo de cancer tém
diminuido em um grande nimero de paises em todo 0 mundo e sdo
provavelmente atribuidas ao screening e/ou tratamentos mais eficazes.
No entanto, aumento nas taxas de mortalidade continua a ocorrer em
paises que possuem recursos mais limitados, como o México, Brasil,
Roménia e Russia (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011).

Dados de incidéncia e mortalidade de CCR na populacio
brasileira estdo disponiveis somente até o0 ano de 2005. Para minimizar o
atraso na estatistica do registro nacional de céncer, o INCA (Instituto
Nacional do Cancer) publica a cada dois anos uma estimativa do nimero
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de casos esperados para as regides, estados e suas respectivas capitais.
Sendo assim, se esperava para o periodo de 2010/2011 28.110 novos
casos de CCR, assim distribuidos para a Regido Sul: total = 6.150 novos
casos; Rio Grande do Sul = 3.130 novos casos; Santa Catarina = 960
novos casos; e Parana = 2.060 novos casos. Para a cidade de
Floriandpolis se estimou a incidéncia de 100 novos casos nesse periodo
(BRASIL, 2009). Ja para o biénio 2012/2013, a prospeccdo aponta
aumento de aproximadamente 7% na incidéncia nacional para este tipo
de cancer, totalizando 30.140 novos casos (14.180 em homens e 15.960
em mulheres). Deste total, se esperam 850 novos casos para o estado de
Santa Catarina, sendo 80 destes para a capital Florianopolis (BRASIL,
2011).

As taxas de incidéncia sugerem que o risco de CCR aumenta
com a idade (91% dos casos sdo diagnosticados em individuos com
faixa etaria maior ou igual a 50 anos) (FERLAY et al., 2010). Outros
estudos mostram que fatores modificaveis como obesidade,
sedentarismo, dieta rica em carne vermelha ou processada, elevado
consumo de alcool, tabagismo e baixa ingestdo de frutas e legumes
aumentam as chances de desenvolvimento deste tipo de cancer. Fatores
hereditarios que incluem histéria pessoal ou familiar de CCR e/ou
polipos, histdria pessoal de doenca inflamatdria cronica do intestino, e
certas doencas genéticas hereditarias (por exemplo, sindrome de Lynch,
e a polipose adenomatosa familiar [FAP]) também sdo fatores de risco
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

Por outro lado, o consumo de alimentos fontes de célcio e de
niveis mais altos de vitamina D parece desempenhar efeito protetor
contra o CCR. Estudos sugerem que o uso regular de anti-inflamatérios,
como aspirina e terapia hormonal na menopausa também reduzem o
risco (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

2.1.2 Screening e Tratamento

O CCR em estagio inicial normalmente ndo apresenta sintomas,
por isso, a triagem é geralmente necessaria para a deteccdo precoce.
Doenca em estagio avancado pode causar sangramento retal, sangue nas
fezes, mudanga no héabito intestinal, coélicas e dor no abdome
inferior. Em alguns casos, a perda de sangue a partir do cancer leva a
anemia, fazendo com que os sintomas tais como fraqueza e fadiga
excessiva também aparecam e estejam relacionadas com o
CCR (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).



31

O screening pode prevenir o CCR através da deteccdo e
remocdo de lesGes pré-cancerosas. A selecdo pode também detectar
cancer em fase precoce. A recomendacdo atual para o screening na
maioria dos paises é para que se inicie aos 50 anos para homens e
mulheres que estdo em risco médio de desenvolver este tipo de cancer.
Pessoas com maior risco devem comecar a fazer exames em uma idade
mais jovem e pode precisar ser testado com mais frequéncia
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011).

S0 vérios 0s métodos aceitos para o screening do CCR,
incluindo o teste de sangue oculto nas fezes, a sigmoidoscopia flexivel,
0 contraste duplo enema e a colonoscopia. Para a triagem, a
colonoscopia se mostra mais sensivel a deteccdo de alteragfes tumorais
na mucosa intestinal, mas por exigir a presenca de um examinador
gualificado, do alto custo, e da menor comodidade para o paciente, 0 uso
deste método se mostra inviavel em paises com poucos recursos e,
portanto, o teste de sangue oculto nas fezes, que é barato e facil de
realizar, ¢ uma opcao de screening mais pratico (CENTER et al., 2009).

Uma vez diagnosticado, o0 CCR ¢ classificado em estadios,
considerando critérios universais, 0s quais dizem respeito sobre a
extensdo da infiltracdo tumoral e da disseminacdo para linfonodos e
outros 6rgdos (SOBIN; WITTEKIND, 2002). Dependendo da
localizacdo intestinal, do estadio da doenca e da salde geral do paciente,
varios tipos de tratamento podem ser utilizados, individuais ou
combinados (Figura 1).

A resseccdo total do tumor é o tratamento primario, retirando a
parte do intestino afetada e os linfonodos préximos a esta regido. Apés o
tratamento cirdrgico, a radioterapia associada ou ndo a quimioterapia é
utilizada para diminuir a possibilidade de recidiva (BRASIL, 2003).

Tanto a radio quanto a quimioterapia pode ser administrada
com o objetivo de destruir qualquer célula tumoral que possa ter
permanecido no organismo ap6s o tratamento cirdrgico, bem como
controlar o crescimento tumoral. Adicionalmente, a quimioterapia
também pode ser empregada com o intuito de aliviar os sintomas
ocasionados pela doenca (BRASIL, 2003).

O primeiro agente quimioterapico antineoplasico utilizado no
tratamento do adenocarcinoma colorretal foi o 5-fluorouracil (5-FU), o
qual foi utilizado por mais de 40 anos como terapia padrdo. Nos anos 80
este mesmo quimioterdpico passou a ser combinado com &cido folinico
— denominado de leucovorin (LV) que age como modulador bioquimico,
melhorando a sobrevida dos pacientes quando comparado com a
monoterapia de 5-FU. No final dos anos 90, foi introduzido um novo
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Figura 1 - Modalidades de tratamento do cancer colorretal.

Diagnéstico do cancer colorretal ‘

Estadio | Estadio Il Estadio Il Estadio IV
(T1T2NOMO) | | (T3T4NOMO) (TNIN2MO) (TNMZ1)

/ / / N\

[ Cirurgia } Cirurgia Cirurgia Qf"”“O’. Cuida.dos
Radioterapia paliativos

+/— + +
[Quimioterapia} [Quimioterapia] [M
+

uimio/
Tratamentos com agentes moleculares: Q. .
Radioterapia

A: Inibidor de angiogénese
Bevacizumabe

B: Inibidor do Fator de Crescimento
Epidermal
Cetuximabe

Abreviagdes: T, tumor; N, linfonodo; M, metéastase. T1: invasdo tumoral até a
submucosa; T2: invasdo tumoral através da submucosa até a muscular propria;
T3: crescimento tumoral através da muscular prépria, alcancando as camadas
mais externas do célon ou reto, ndo peritonizados; T4: o cancer invade outros
Orgdos ou tecidos proximos. NO: sem cancer nos ganglios linfaticos; N1: as
células cancerosas sdo encontradas em 1 a 3 linfonodos préximos; N2: as
células cancerosas sdo encontradas em quatro ou mais linfonodos regionais.
MO: auséncia de metastase a distancia; M1: o cancer se espalhou para 6rgédos
distantes ou conjunto de linfonodos distantes. Fatores de alto risco de doenca
em estadio I compreendem idade, tumor diferenciado, perfuragdo / ocluséo, T4,
e ganglios linfaticos examinados abaixo de 12.

Fonte: Traduzido de Cai, Dupertuis e Pichard (2012).
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farmaco no mercado, denominado irinotecano, indicado inicialmente
como monoterapia para o tratamento do céncer colorretal refratario a
terapia com 5-FU/LV ou recidivado. Posteriormente, esse farmaco foi
associado ao esquema 5-FU/LV, sendo criado entdo um novo esquema
quimioterapico, conhecido como IFL (irinotecano/5-
fluorouracil/leucovorin). A nova terapia apresentou melhora nas taxas
de resposta objetiva, na sobrevida livre de progressdo e na sobrevida
mediana que foi de 14,8 meses. Na mesma época surgiu a oxaliplatina
(um agente com mecanismo de acdo semelhante aos derivados da
platina), que foi associada ao esquema de 5-FU/LV infusional
(FOLFOX), prolongando a sobrevida mediana para 16,2 meses. Mais
recentemente, houve a descoberta de farmacos derivados da
biotecnologia (cetuximabe e 0 bevacizumabe), designados de anticorpos
monoclonais, que sdo capazes de reconhecer e ligar-se a antigenos
tumorais especificos (alvos) e desencadear respostas imunoldgicas,
poupando células normais e provocando efeitos menos toxicos que a
quimioterapia tradicional (TONON; SECOLI; CAPONERO, 2007).

N&o obstante, a evolucdo natural da doenga neoplésica, assim
como 0s métodos terapéuticos adotados no tratamento do cancer,
impactam sobre o consumo alimentar e consequentemente sobre o
estado nutricional destes pacientes, resultando mais comumente em
desnutricdo; menor tolerdncia ao tratamento e as infecgdes oportunas;
pior prognostico, refletido no aumento da morbimortalidade; e
diminuicdo da qualidade de vida. Deste modo, a terapia nutricional
orientada de forma adequada surge como um adjuvante no tratamento
do cancer, provendo energia e nutrientes suficientes para a manutencdo
da homeostase corporal e prevenindo a ocorréncia dos fatores
associados a ma nutricdo (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2010).

Alguns nutrientes em especifico podem promover uma série de
desfechos positivos no tratamento do cancer. O acido eicosapentaendico
(EPA), por exemplo, foi demonstrado para potencializar os efeitos de
alguns farmacos quimioterapicos antineoplasico e da radiacdo ionizante
(HARDMAN, 2004). Outros, como acidos graxos da familia n-6 e
saturados, ao participarem de reagBes organicas geram metabdlitos
ativos que estimulam o crescimento tumoral, podendo interferir de
forma negativa na terapéutica.

Nesse complexo universo de agdo/interacdo entre nutriente-
doenca, a direcdo do efeito (positivo, nulo ou negativo) que os nutrientes
exercem sobre o cancer e seu tratamento depende em grande parte da
sua dosagem. Normalmente, para apresentar influéncia sobre algum
aspecto celular em curto prazo se faz necessaria uma quantidade maior
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gue a encontrada na constituigdo normal dos alimentos. Sendo assim, na
pratica clinica atual, tem-se adotado o uso de suplementos de nutrientes
isolados ou combinados que concentram tais nutrientes de interesse com
evidéncias cientificas de eficacia.

2.1.3 A inflamac&o no cancer

A inflamacdo é um mecanismo normal de defesa do organismo
a infeccgdes e outras desordens. Ao se tornar excessiva, pode gerar danos
irreparaveis ao tecido do hospedeiro, resultando em doencas agudas e
cronicas (CALDER, 2008). Algumas caracteristicas inerentes a
inflamacdo estdo presentes também no cancer. Esta relacdo pode ser
vista pela presenca de células e mediadores inflamatérios no tecido
tumoral, remodelacdo tecidual e angiogénese (BALKWILL;
CHARLES; MANTOVANI, 2005).

Até 20% de todos os canceres surgem em associacdo com a
inflamacéo crbnica e a maioria, sendo todos, dos tumores solidos
contém infiltrado inflamatério. Células do sistema imune tém um amplo
impacto na iniciagdo, crescimento e progressdo tumoral e muitos desses
efeitos sdo mediados por citocinas pro-inflamatdrias (GRIVENNIKOV;
KARIN, 2011).

Mantovani et al. (2008) explicam a conexdo entre inflamacéo e
cancer considerando duas vias: extrinseca e intrinseca. A primeira surge
de condicBes infecciosas ou inflamatérias que podem promover o
desenvolvimento de cancer, como a doenca inflamatéria intestinal, que
aumenta o risco de cancer colorretal. As provaveis explicacdes para o
desenvolvimento tumoral a partir de uma infeccdo ou inflamagéo
incluem: regeneracdo tecidual continua encontrada na resposta
inflamatdria, proporcionando maiores chances de ocorréncia de
mutaces, e entdo de proliferacdo dessas células mutadas; a criacdo de
uma microrregido mutagénica, através da producdo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio pelas células imunes recrutadas; e promocéo de
angiogénese, classicamente presente no processo inflamatério e
fundamental para o desenvolvimento tumoral (COUSSENS; WERB,
2002). A segunda surge de alteracdes genéticas que causam cancer e
inflamacdo, dentre as quais citam-se: ativagdo de varios tipos de
oncogenes por mutacdo; rearranjo ou amplificacdo cromossomal e;
inativacdo de genes supressores tumorais. As células ja transformadas
produzem mediadores inflamatérios que acabam resultando na
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instalacdo de um microambiente inflamatério (MANTOVANI et al.,
2008; ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

As duas vias convergem, resultando em ativacdo de fatores de
transcri¢cdo, como o fator de transcricdo nuclear kB (NF-xB), sinal de
traducdo e ativacdo de transcricdo 3 (STAT3) e o fator induzido por
hipoxia-1a. (HIF1a) em células tumorais. Estes fatores de transcri¢do
coordenam a producdo de mediadores inflamatorios, incluindo citocinas
e quimiocinas, assim como a producdo da ciclo-oxigenase-2 (COX-2).
Os mediadores inflamatorios, em conjunto, recrutam e ativam
leucocitos, mastocitos, macrofagos e eosindfilos. As citocinas
produzidas pelas células tumorais ativam nas células imunitarias
recrutadas e do estroma os mesmos fatores de transcri¢cdo previamente
ativados em células tumorais. Como resultado tem-se a producdo de
mais mediadores inflamatorios e concretizacdo do microambiente
inflamatorio relacionado ao cancer (MANTOVANI et al., 2008) (Figura
2).

Por outro lado, danos causados as células cancerosas pelo
emprego de agentes terapéuticos (radio e/ou quimioterapia) estimulam a
liberacdo de moléculas sinalizadoras, como exemplo, o0 grupo de
proteinas de alta mobilidade 1 (HMGB1), quimiocinas e citocinas a
partir de células necréticas e apoptoticas. As proteinas HMGB1
estimulam o recrutamento quimiotatico de mondcitos, células T e
células dendriticas (CD) para o tecido tumoral afetado; induz a
apresentacdo de antigenos por CD e a geracdo de células T antigeno-
especifico; além de estimular a sintese e liberagcdo de citocinas pro-
inflamatdrias pelas CD e/ou macro6fagos ativados, contribuindo desta
forma, com a inflamacdo associada ao tumor. (HAGEMANN;
BALKWILL; LAWRENCE, 2007).

Logo, a inflamacdo no cancer estimula respostas pré-tumorais
como: proliferacdo e sobrevivéncia de células cancerosas; angiogénese e
linfangiogénese; invasdo, migracdo e metastase; inibicdo da resposta
imune adaptativa; além de resultar em resposta alterada a horménios e a
agentes quimioterapicos (MANTOVANI et al., 2008).

A infiltragdo de neutréfilos no tecido tumoral constitui a
primeira linha de defesa contra lesdo ou infeccdo. Quando as reagdes
contra patégenos/antigenos tornam-se excessivas ou inapropriadas
podem contribuir para o crescimento e propagagdo do cancer e para a
imunossupressdo associada ao desenvolvimento da doenca (CHIN;
PARKOS, 2007).

O NF-kB ¢ a chave que coordena a inflamagdo. Trata-se de um
fator de transcri¢do onipresente em todos os tipos de células e no cito-
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Figura 2- Relagdo entre inflamacao e cancer.
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COX-2, ciclo-oxigenase-2; PGE, prostaglandina E.

Fonte: Traduzido e adaptado de Mantovani et al. (2008).
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plasma, na forma “resting stage”. Sua atividade é regulada por outros
fatores de transcricdo tais como STAT3, p53, PPAR-y e beta-catenina.
Por muitas razbes NF-kB e produtos de genes regulados por ele
desempenham um papel crucial na tumorigénese: 1) quase todos os
produtos de genes ligados a inflamacdo sdo regulados pela ativacdo de
NF-xB (por exemplo, TNF, IL-1, IL-6, quimiocinas, COX-2, 5-LOX,
PCR); 2) NF-xB ¢ ativado em resposta ao tabaco, o stress, agentes
dietéticos, obesidade, alcool, agentes infecciosos, radiacdo e o0s
estimulos ambientais, que juntos respondem por até 95% de todos os
canceres; 3) NF-kB tem sido associado com a transformagio de células
normais em células com potencial cancerigeno; 4) NF«xB ¢
constitutivamente ativo nas células tumorais; 5) NF-kB também tem
sido associado com a sobrevivéncia das células-tronco cancerosas
(células  progenitoras que foram adquirindo potenciais de
autorrenovagao); 6) NF-xB regula a expressdo da maioria dos produtos
de genes antiapoptéticos associado com a sobrevivéncia do tumor; 7)
NF-kB regula também a produgdo de genes ligados a proliferacdo de
tumores, como c-myc, ciclina D1 e COX-2. Além disso, a maioria dos
fatores de crescimento (por exemplo, EGF, TNF, IL-6) ligada a
proliferacdo de tumores ativam NF-«kB, ou sdo regulados por este fator
de transcricdo; 8) NF-xB controla a expressdo de genes relacionados
com angiogénese, invasdo e metastase de cancer (por exemplo, MMP,
moléculas de adesdo e VEGF); 9) enquanto a maioria dos agentes
cancerigenos ativam NF-xB, a maioria dos agentes quimiopreventivos
foram comprovados como supressores da ativacdo deste fator de
transcricdo (KARIN, 2006; AGGARWAL; GEHLOT, 2009).

Os mediadores e as células inflamatérias estdo envolvidos na
migragdo, invasdo e metdstase de células malignas, ndo apenas nos
estagios iniciais da oncogénese (MANTOVANI et al., 2008).

A prostaglandina E,, derivada da COX-2, pode promover a
iniciacdo e a progressdo do tumor por estimular a proliferacéo celular,
angiogénese, migracdo celular e invasdo, enquanto inibe apoptose
(CHAPKIN; MCMURRAY; LUPTON, 2007).

A capacidade invasiva de células malignas aumenta na presenca
de citocinas inflamatdrias como TNF, IL-1 e IL-6, possivelmente, pela
regulacdo positiva na expressdo de receptores de quimiocinas
estimulada por estas citocinas (BALKWILL; CHARLES;
MANTOVANI, 2005). Os receptores de quimiocinas e seus ligantes
dirigem o movimento de células durante a inflamacgdo, o cancer e a
manutencdo da homeostase dos tecidos, pois a presenca destes
receptores afeta a motilidade e o poder de invasdo e de sobrevivéncia
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das células. Durante o processo de transformacdo, muitas células
comegam a expressar receptores para quimiocinas e utilizam este como
apoio a migracao e a sobrevivéncia em locais distantes do tumor original
(BALKWILL, 2004).

TNF, produzido por células malignas, células mieldides e outras
células presentes no microambiente tumoral, atua principalmente através
do receptor TNF-1 de forma autdcrina e paracrina. A¢des autocrinas do
TNF documentadas na literatura incluem danos genéticos as células
malignas ou células com potencial maligno, aumentando a sobrevida de
células malignas e induzindo transicdo epitelial-mesenquimal. TNF
também induz a expressdo de TNF suplementares, bem como o aumento
da producdo de outras citocinas, quimiocinas e receptores de
quimiocinas nas células malignas. Esta combinacdo de citocinas e
guimiocinas também age sobre, e é produzida por, células mieldides no
microambiente do tumor e pode contribuir para a manuten¢do do
fendtipo e acdes do tumor associadas aos macrofagos, os quais podem
estimular o remodelamento da matriz extracelular e causar diferenciacéo
das células progenitoras mieldides endoteliais, contribuindo para a
angiogénese. Estas acOes de TNF, e citocinas e/ou quimiocinas
relacionadas ao TNF, também podem contribuir para a imunossupressao
linfocitaria local. O resultado final é maior crescimento do tumor
primario, a propagagdo metastatica facilitada e regulacdo da extensdo e
do fendtipo da infiltracdo de leucécitos, bem como, contribuicdo na
angiogénese. O TNF também tem sido implicado na produgdo de
derrame pleural e resisténcia & quimioterapia (BALKWILL, 2009).

IL-1B € outra citocina que conforme ja descrito, ¢ regulada por
NF-kB. Parece ter forte associacdo com o crescimento e a progressao de
carcinoma gastrico humano (KAl et al., 2005), cancer colorretal (MIKI
et al., 2004), cancer esofagico (DEANS et al., 2006) e cancer de ovario
(PUNNONEN et al.,, 1991). Os possiveis mecanismos envolvidos
incluem a inducéo da expressdo de genes metastaticos, tais como MMP,
e a estimulacdo da producdo de proteinas e fatores de crescimento
angiogeénicos pelas células do infiltrado, como VEGF, IL-8, IL-6, TNF-
a e TGFB (LEWIS et al., 2006).

A 1L-10 é classicamente tida em imunologia como uma citocina
com potencial anti-inflamatério. Secretada constitutivamente por
algumas células tumorais, e independentemente das razfes para sua
secrecdo, a IL-10 parece ter duas principais funcfes dentro do
microambiente tumoral: (1) aumentar a atividade das células “natural
Killer” com consequente morte das células tumorais, acompanhada da
liberacdo de antigeno e, possivelmente, apresentacdo destes pelas
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células apresentadoras de antigenos; e (2) inibir a maturagdo das células
apresentadoras de antigenos com consequente manutencdo da
capacidade de absorcdo de antigenos e promover a polarizacdo de
macréfagos para um fen6tipo M2, que leva a angiogénese, remodelagdo
e reparacdo tecidual. IL-10 inibe o recrutamento e ativacdo de
mediadores imunes adaptativos mantendo um estado inflamatério
cronico no microambiente tumoral (MOCELLIN et al, 2003).

Os primeiros relatos de pesquisas envolvendo IL-17 na
literatura cientifica constam a partir de 1995. Trata-se de uma familia de
seis citocinas: IL-17A - F. Os membros dessa familia melhores
caracterizados até o momento sdo as IL-17A, E e F. A IL-17A ¢
expressa principalmente por células T CD4" ativadas. Tem funcéo
essencial de recrutamento de neutréfilos  (quimioatraente)
(KAWAGUCHI et al., 2004). Também induz a producdo de outras
citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas como a IL-6, IL-8 e fator
estimulante de colbnias de macréfagos granuldcitos (GM-CSF), por
células do tecido residente e do sistema imune inato, como fibroblastos,
células epiteliais e neutréfilos (REYNOLDS; ANGKASEKWINAL;
DONG, 2010). Com relagcdo ao cancer, o seu papel é ainda pouco
entendido. IL-17, como uma citocina pleiotrépica, pode suprimir ou
promover o crescimento do tumor, uma vez que foi demonstrado que
estimulou o crescimento tumoral através da inducgdo de vascularizacdo
ou aumento da inflamacdo, porém, outros estudos revelaram também
fungdes opostas para esta citocina em tumores humanos. Parece que IL-
17 pode desempenhar papéis distintos no céancer, dependendo da
imunogenicidade do tumor, o estagio de desenvolvimento, e o impacto
da inflamacdo e angiogénese na patogénese do tumor (HUS; MACIAQ;
ROLINSKI, 2010).

Contudo, estudos mais recentes tém apontado IL-17 como uma
citocina pré-inflamatéria e pré-tumorigénica. Meng et al. (2012)
observaram que concentracbes de IL-17 encontram-se elevados no
cancer gastrico comparados a individuos saudaveis, associando-se com
0 estadio clinico do tumor. Também constataram que esta envolvida
com a progressdo do cancer por promover angiogénese no ambiente
tumoral. N&o s6 o mesmo foi observado em um estudo experimental
com cancer de prostata, mas como também se encontrou evidéncias de
que IL-17 esta envolvida com a formacao do adenocarcinoma prostatico
(ZHANG et al., 2012). Outros estudos realizados como modelo
experimental apontam IL-17 como promotora da carcinogénese
colorretal (WU et al., 2009; CHAE et al., 2010).
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As células cancerosas coexistem com células do sistema
imunolégico: macrofagos associados ao tumor, células T-reguladoras
(Treg), células dendriticas e células miel6ides supressoras. Macrofagos
M2 e Treg sdo as principais fontes de citocinas anti-inflamatorias, 1L-4,
IL10, IL13 e fator transformador de crescimento-p (TGFpB), que
suprimem a imunidade anticAncer mediada por células natural Killer,
células T citotoxica CD8" e citocinas pro-inflamatorias (IL-2 e
interferon-y [IFN-y]), uma vez que inibem a ativagdo destas células e a
producdo das respectivas citocinas. Simultaneamente, as células
cancerosas ativam células imunitarias e as usam de forma exploratéria
para o0 seu crescimento e desenvolvimento, por meio da producdo de
citocinas (IL-1B, IL-6 e TNF-a) que promovem diretamente o
crescimento das células tumorais, em um ambiente imunossuprimido
(SERUGA et al., 2008) (Figura 3).

Ao comparar 0s niveis séricos das citocinas pro-inflamatorias
de individuos com CCR com um controle saudéavel, Szkaradkiewicz et
al. (2009) observaram que as interleucinas IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a
encontravam-se em média 12, 7, 5 e 3 vezes, respectivamente, mais
elevadas no grupo com doenca, e que os valores deste grupo se
assemelham, e até mesmo em alguns casos, sd0 maiores que o0s niveis
encontrados em portadores de Doenga de Crohn e colite ulcerativa
(doencas inflamatorias). Estes achados evidenciam a existéncia de um
processo inflamatorio crénico e permanente no CCR.

A proteina C-reativa (PCR) é primariamente sintetizada nos
hepatdcitos em resposta a IL-6. Entretanto existem vérias evidéncias de
producdo extra-hepatica de PCR, como em macrofagos, tecido adiposo e
endotelial ou células da musculatura lisa (OUCHI, et al., 2003;
VENUGOPAL; DEVARAJ; JIALAL, 2005).

A concentracdo de PCR muda em resposta a infeccdo, leséo
celular e neoplasia. Esta mudanca é regulada positivamente por
citocinas, como a IL-6, IL-8 e TNF-a. A eleva¢do nas concentragdes
séricas de PCR comeca em 8 a 12 horas ap6s o inicio da inflamacdo em
doencas infecciosas e canceres, com picos de concentracdo em 24 a 48
horas. Eleva-se & medida que o processo inflamatério se intensifica,
possui meia-vida plasmética de 19 horas e é responséavel por amplificar
a resposta imune (MARNELL; MOLD; CLOSS, 2005).

Estudo em pacientes com céncer colorretal indicou que aqueles
com concentragdes aumentadas de PCR sérica tém um pior prognéstico
comparados com aqueles em que a concentracdo ndo se encontra
elevada. Concentracéo sérica de PCR aumentada também foi associada
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Figura 3 - Papel das principais citocinas no microambiente tumoral.
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(A) IL-1, IL-6 e TNF-a, produzidas e secretadas pelas células tumorais agem
sobre si e sobre células inflamatérias (macr6fagos) em um ambiente
imunossuprimido estimulando a proliferacdo das células tumorais. (B) IFN-y e
IL-2 produzidas e secretadas por células Natural Killer (NK) e células T CD8"
inibem a producéo de IL-1, IL-6 e TNF-a pelas células tumorais. Representam a
forga imunitaria anticancer (C) As citocinas anti-inflamatérias IL-4, I1L-10, IL-
13 e TGFB produzidas e secretadas por células T, Células tumorais e
macrofagos inibem a produgdo de IFN-y e IL-2 pelas células NK e T CD8",
inibindo consequentemente a imunidade anticancer.

Fonte: Traduzido e adaptado de Seruga et al. (2008).

aos tumores de grande tamanho, metastases de figado ou linfonodos e
estagios avancados segundo Durke’s stage (CHUNG; CHANG, 2003).
Otake et al. (2009) demonstraram que esta associagdo estd
presente mesmo quando se controla possiveis fatores de confusdo, como
habito tabagico e obesidade. O aumento de PCR associa-se, também,
com maior frequéncia de invasdo tumoral local e risco aumentando de
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recorréncia em pacientes com cancer colorretal (NOZOE, et al., 1998).
Segundo Shiu et al. (2008), PCR de 0,5 mg/dL no pré-operatorio ¢ fator
independente de prognostico favoravel, sendo que o aumento dos
valores de PCR estd associado a baixa sobrevida. A partir do pds-
operatério os niveis declinam lentamente. Koike et al. (2008)
concluiram que PCR pode ser um potente indicador de prognostico e
terapéutico que prové valiosas informacGes para determinar a
necessidade de quimioterapia adjuvante nos estadgio Il do céancer
colorretal.

2.2 SUPLEMENTACAO DE ACIDOS GRAXOS POLI-
INSATURADOS n-3

2.2.1 Aspectos bioquimicos e metabolicos

Omega-3 (n-3) é o nome dado a uma familia de &cidos graxos
poli-insaturados, na qual a primeira insaturagcdo encontra-se no carbono
trés. Quando formado por dezoito carbonos e trés insaturacdes é
denominado 4cido alfa-linolénico (ALA) [18:3 n-3], com vinte carbonos
e cinco insaturagdes, de eicosapentaendico (EPA) [20:5 n-3] e com vinte
e dois carbonos e seis insaturacOes, de docosahexaenoico (DHA) [22:6
n-3] (HARDMAN, 2004).

Apenas as plantas sintetizam o 4cido graxo n-3 alfa-linolénico
(ALA), uma vez que o organismo de mamiferos ndo possui as enzimas
desaturases capazes de incluir uma dupla ligacdo antes do carbono
cinco, e por isso, ele é considerado essencial (ROYNETTE et al., 2004).
Pode ser abundantemente encontrado no éleo de linhaca, e em menor
guantidade nos 6leos de canola e soja, além de vegetais de folha verde
escura (CALDER; DECKELBAUM, 2008).

Os seres humanos tém um mecanismo enzimatico que converte
ALA em &cidos graxos n-3 de cadeia longa com maior bioatividade
(EPA e DHA). A interconversdo ocorre no reticulo endoplasmético das
células hepéticas e envolve duas familias de enzimas: alongases, que
adicionam duas unidades de carbono; e desaturases, que inserem duplas
ligagdes na molécula do &cido graxo (BURDGE; CALDER, 2005)
(Figura 4).
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Figura 4 - Esquematizacio da via de biossintese dos acidos graxos poli-
insaturados EPA e DHA.
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Em contrapartida, o DHA pode ser substrato para
retroconversdo metabolica a EPA por meio de uma reacdo de B-
oxidacdo. O percentual de DHA que pode ser retroconvertido a EPA é
de cerca de 1,4% em humanos com consumo normal de DHA,
aumentando para 12% em individuos com consumo cronico
(CONQUER; HOLUB, 1997; STARK; HOLUB, 2004).

A interconversao de acidos graxos a partir de ALA ¢ limitada e
pode variar em subgrupos populacionais (BURDGE; CALDER, 2005).
Tabagismo, consumo de alcool, Diabetes Mellitus, stress, ingestdo
elevada de gordura trans, senescéncia e a ingestdo insuficiente de
energia, proteina, zinco, magnésio, cobre e das vitaminas Bz, Bg e C
influenciam de forma negativa o processo de interconversdo de acidos
graxos no organismo humano por reduzirem a atividade das enzimas
desaturases (MARTIN et al., 2006).

Estudos em humanos apontam que apenas uma pequena
guantidade de ALA ¢é convertida em EPA e DHA. Chiu et al. (2008)
sugerem que cerca de 2 a 10% do total de ALA ingerido passa por esse
processo e € biotransformado em EPA e DHA. Goyens et al. (2005)
encontraram uma conversdo de aproximadamente 7% de ALA para EPA
e de apenas 0,013% para DHA. Hussein et al. (2005) encontraram
percentuais de conversdo ainda mais baixos: 0,3% para EPA e < 0,01%
para DHA. Artemburn, Hall e Oken (2006) sugerem que a conversao de
ALA em EPA varia de 0,3 a 8% nos homens, e em DHA, < 4%, e,
muitas vezes, é indetectavel no sexo masculino. Eles ainda afirmam que
esse processo é mais eficaz nas mulheres: até 21% é convertido em EPA
e até 9% é convertido em DHA. Emken et al. (1994) mostraram que
uma dieta rica em 4acido linoléico reduz a eficacia do processo de
conversdo de ALA em &cidos graxos n-3 de cadeia longa em 40% e uma
reducdo na acumulacdo em fosfolipidios de 70%. Em virtude desta baixa
conversao, que chega a ser insignificante, Cockbain, Toogood e Casco
(2012) classificam EPA e DHA como 4cidos graxos “essenciais”.

Desta forma, a maneira mais segura e eficaz de elevar o0s niveis
de acidos graxos n-3 de cadeia longa EPA e DHA em fosfolipidios
plasméaticos e de membrana é através da sua ingestdo de alimentos
fontes ou por meio de suplementos dietéticos, como pode-se observar no
grafico apresentado a seguir (Figura 5).
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Figura 5 - Alteracdo na concentragdo plasmatica segundo tipo de acido
graxo n-3 suplementado.
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Fonte: Adaptado de Artemburn, Hall e Oken (2006).

EPA e DHA sdo produzidos primariamente pelas algas. Logo,
peixes e frutos do mar que se alimentam de algas sdo ricos em EPA e
DHA, assim como produtos derivados de sua extracdo lipidica
(ARTEMBURN; HALL; OKEN, 2006). E importante considerar que
diferentes tipos de peixes contém quantidades diferentes destes acidos
graxos e podem conter diferentes propor¢des de EPA:DHA. Isso se deve
a inimeros fatores que incluem as caracteristicas metabdlicas do peixe,
a sua alimentacdo, a temperatura da 4gua em que vivem, e a estacdo do
ano. De forma geral, os peixes gordurosos (salmdo, cavala, atum,
arenque, sardinha) contém mais AGPI n-3 que 0s peixes magros
(bacalhau). Por exemplo, uma por¢do de bacalhau pode fornecer cerca
de 0,2 a 0,3 g de acidos graxos n-3 de cadeia longa. Em contraste, uma
por¢do de salmdo ou cavala, poderia fornecer de 1,5 a 3,5 g destes
mesmos acidos graxos (CALDER, 2012).
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O 6leo de peixe obtido da carne de peixes gordurosos ou do
figado de peixes magros é rico em EPA e DHA, compreendendo até
30% dos acidos graxos presentes. Um grama de o6leo de peixe
encapsulado pode fornecer 0,6 g de EPA mais DHA. No entanto, a
variabilidade das proporc¢6es relativas de acidos graxos n-3 de cada tipo
de peixe sdo refletidas também no Oleo de peixe derivado. Como
exemplo, o éleo de figado de bacalhau é mais rico em EPA, enquanto
gue o dleo de atum, em DHA. Existem ainda, formulas disponiveis de
EPA e/ou DHA isolados e concentrados (CALDER, 2012).

Ap0s 0s processos de digestao e absorcao os acidos graxos poli-
insaturados n-3 constituem componentes basicos estruturais de
triglicérides, fosfolipidios e ésteres de colesterol. Apenas uma pequena
guantidade encontra-se disponivel na forma de acidos graxos livres in
vivo. O destino final é definido de acordo com a necessidade organica:
armazenamento de energia (estoque em adipécitos); unidades estruturais
de membranas; ou, producéo de eicosanéides (ARAB, 2003)".

A quantificacdo/medicdo deste tipo de acidos graxos pode ser
feita como &cidos graxos livres no soro; componentes de circulagio de
triglicérides; componentes de membrana de eritrocitos, fosfolipidios ou
ésteres de colesterol, ou de tecido adiposo de varios locais (ARAB,
2003). O que determina o biomarcador a ser utilizado é o periodo (curto,
médio ou longo-prazo) da ingestdo dietética que se pretender medir
(CANTWELL, 2000).

Os marcadores de curto prazo sdo 0s niveis séricos ou
plasmaticos de acidos graxos isolados ou constituintes de triglicérides,
gue podem refletir o consumo de acidos graxos da Ultima refeicdo; ou
ainda, de ésteres de colesterol ou fosfolipidios, que reflete 0 consumo
dos ultimos dias. De médio prazo, membranas de eritrcitos fornecem
estimativas da ingestdo nos ultimos 120 dias (tempo que corresponde a
meia-vida destas células). Tecido adiposo é o meio preferido para a
medicdo de acidos graxos como um reflexo de longo prazo (~2,5 anos),
desde que o individuo ndo tenha passado por uma perda de peso grave
nesse periodo (CANTWELL, 2000; ARAB, 2003).

! Artemburn, Hall e Oken (2006) afirmam que a eficiéncia no armazenamento
de acidos graxos n-3 é limitada, implicando na necessidade de um fornecimento
continuo através da dieta ou de suplementos para a manutencdo dos niveis
constantes.
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A incorporacdo em membranas se da de forma dose-
dependente, e parece atingir 0 pico ap6s 3 semanas da administracdo
diaria de &cidos graxos n-3 (COCKBAIN; TOOGOOD; CASCO, 2012).
Gibney e Hunter (1993) encontraram um grau de incorpora¢do maximo
de EPA no plasma, plaquetas, linfocitos, neutrofilos e mondécitos em 2
semanas apos inicio da suplementacao diariacom 1,2 a 2,4 g de EPA em
oito voluntarios saudaveis. Read et al. (2007) ao suplementar pacientes
com CRC avancado em quimioterapia com uma férmula liquida oral
contendo 2,18 g de EPA e 0,92 g de DHA durante nove semanas
observaram o pico de incorporacdo em fosfolipidios plasmaticos na
terceira semana ap0s a suplementacdo diaria (0,53% e 2,6% de EPA e
DHA no momento basal para 5,3% e 7,04%, respectivamente, ao final
da terceira semana), se mantendo constantes até o final do estudo.
Hillier et al. (1991) forneceu dleo de peixe (3,2 g de EPA e 2,2 g de
DHA por dia) a 11 pacientes com doenga inflamatéria intestinal ativa e
coletou amostras de biépsia de colon nas semanas 3, 6 e 12.0s
resultados encontrados mostraram um aumento de 7 vezes o contetdo
de EPA na mucosa intestinal ao final da terceira semana de
suplementacdo, enquanto que o contelido de DHA havia dobrado. Os
niveis foram mantidos, sem aumentos, até o final do periodo de estudo.
Yagoob et al. (2000) observaram pico de incorporacdo de EPA e DHA
em fosfolipidios plasmaticos ap6s quatro semanas de suplementacdo
com 9 g/dia de 6leo de peixe encapsulado contendo 2,1 g de EPAe1,1g
de DHA durante 12 semanas em voluntarios saudaveis (n = 40). Ao
repetir as analises do perfil de é&cidos graxos em fosfolipidios
plasmaticos oito semanas ap6s o término da suplementacdo, observaram
uma queda radical (7,2 vezes) na concentracdo de EPA (3,6% na semana
12 para 0,5% na semana 20). A concentracdo de DHA também
apresentou queda, porém em menor proporcdo (1,4 vezes: 4,9% na
semana 12 para 3,6% na semana 20). Esses resultados confirmam o
baixo acimulo desses acidos graxos, especialmente de EPA, implicando
num consumo continuo para manutencdo dos niveis.

Bonatto et al. (2012) verificaram aumento de 1,6 vezes na
concentracdo de EPA em células polimorfonucleares de pacientes
portadores de cancer em quimioterapia suplementados com 2 g/dia de
6leo de peixe (0,3 g de EPA e 0,4 g de DHA por dia) durante 8 semanas,
enquanto que a concentracdo de DHA duplicou. Popovic et al. (2009)
observaram aumento significativo na concentracdo de EPA em
fosfolipidios plasmaticos de 13 pacientes com ictericia obstrutiva (causa
primdria obstrucdo das vias biliares) ap6s sete dias de suplementacédo
diaria com 5 g de 6leo de peixe encapsulado contendo 0,9 g de EPA e
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0,6 g de DHA (0,18% para 0,55%). No entanto, a concentracdo de DHA
ndo apresentou aumento expressivo (2,22% para 2,53%).

2.2.2 Consumo de AGPI n-3 e recomendac0es dietéticas

O consumo de peixes gordurosos entre as populagdes ocidentais
é tipicamente baixo, 0 que implica em baixo consumo também de EPA e
DHA. Segundo o Scientific Advisory Committee on Nutrition (2004), a
média de ingestdo de &cidos graxos n-3 de cadeia longa entre os adultos
do norte europeu, Europa oriental, da América do Norte e Australia
estava estimada em 0,15 a 0,25 g/dia. Populagcfes, como os japoneses,
gue consomem peixes oleosos em maiores guantidades e com maior
regularidade do que as populacdes ocidentais tém maior consumo de
acidos graxos n-3 de cadeia longa.

De acordo com as Dietary References Intakes (DRI’s), a
guantidade que corresponde a Ingestdo Adequada (Al) de &cidos graxos
poli-insaturados n-3 para adultos saudaveis € de 1,6 e 1,1 g/dia para
homens e mulheres respectivamente. Deste total, aproximadamente 10%
deve ser de EPA e DHA (cerca de 0,06 a 0,12% do total de energia
consumida) e o restante de acido alfa-linolénico (ALA). Né&o existe
limite méximo (UL) estabelecido (INSTITUTE OF MEDICINE, 2005).
Ainda, tomando como referéncia o balango do consumo n-6:n-3 (acido
linoléico: acido a-linolénico), recomenda-se uma razdo de 5:1 a 10:1
(FAO/WHO, 1994). A World Health Organization (WHO, 2003)
orienta 0 consumo regular de peixes duas vezes por semana para a
prevenc¢do de doencas cronicas, prevendo que cada refei¢do forneca uma
guantidade estimada de 200 a 500 mg de EPA e DHA somados.

2.2.3 ImplicacBes dos AGPI n-3 sobre a inflamacao e o cancer

Os é&cidos graxos poli-insaturados sdo responsaveis pela
formag&o de eicosandides (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos)
que sdo mediadores e reguladores da intensidade e duragdo da resposta
inflamatdria (TILLEI; COFFMAN; KOLLER, 2001). Assim, uma das
formas de regulacdo da resposta inflamatdria é através da regulacéo
negativa da sintese de eicosandides pré-inflamatorios.

Os éacidos graxos poli-insaturados da familia dmega-3 (DHA,
EPA e ALA) competem entre si e com outro 4cido graxo poli-insaturado
da familia émega-6 (AA) pela sua incorporacdo em fosfolipidios de
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membrana. A proporcao relativa destes &cidos graxos representa o seu
padrdo de consumo dietético, e determina, apos clivagem pela enzima
fosfolipase, a disponibilidade dele como substrato para as vias
enzimaticas da COX-2 e da 5-LOX e, consequentemente, determina o
equilibrio entre o0s eicosandides. A membrana fosfolipidica
normalmente contém maiores niveis de AA do que de EPA e/ou DHA.
Os acidos graxos de 20 carbonos sdo mobilizados da membrana celular
pela acdo das fosfolipases A2 e C e, subsequentemente, metabolizados
pela COX ou LOX. O AA é metabolizado em prostaglandinas (PGE,) e
tramboxanos de série 2, e leucotrienos de série 4 (LTB,). A
metabolizacdo de EPA gera eicosanoides derivados da COX que
recebem o sufixo “3” e os da LOX, o sufixo “5” (DUPERTUIS;
MEGUID; PICHARD, 2007) (Figura 6).

As séries pares geradas tendem a ser pro-inflamatéria e
proliferativa em muitos tecidos. As séries impares produzidas pela
mobilizacdo de EPA e/ou DHA — que sdo preferencialmente utilizados
pelas enzimas COX e LOX — tendem a promover menor inflamagédo e
proliferacdo, sendo menos favoraveis ao desenvolvimento e crescimento
de células cancerigenas (SIMOPOULOS, 2002; HARDMAN, 2004).
Dentre as agdes pro-inflamatorias de LTB, e da PGE, esta 0 aumento na
producdo de IL-1, IL-6 e TNF-a (TILLEI, COFFMAN; KOLLER,
2001).

Estudos tém descrito novos grupos de mediadores lipidicos: as
resolvinas, protectinas e as lipoxinas. Estas sdo consideradas moléculas
enddgenas pro-resolugdo, pois promovem absor¢do e eliminagdo de
micro-organismos e células apoptéticas pelos macréfagos nos locais de
inflamacdo. Resolvinas e protectinas sdo biossintetizadas a partir de
acidos graxos n-3 de cadeia longa (EPA e DHA), e lipoxina a partir de
AA (SERHAN; CHIANG; VAN DIKE, 2008). Os neutrofilos dentro do
exsudato podem mudar seu fenétipo para gerar mediadores de protecédo
derivados de &cidos graxos a fim de promover resolucdo e retorno da
homeostase (SERHAN, 2009).

Os mediadores formados a partir de EPA sdo gerados por uma
série de reacdes envolvendo COX-2 e LOX5 e sdo denominados de
resolvinas-E. Estes mediadores parecem exercer potente acdo anti-
inflamatdria em neutréfilos, macréfagos, células dendriticas e células T
(CALDER, 2008; SEKI; TANI; ARITA, 2009).

Os mediadores derivados de DHA so denominados resolvinas
D e sdo produzidos por vias similares. Apresentam potente acdo de
inibicdo da infiltracdo por neutréfilos (SERHAN; CHIANG; VAN
DIKE, 2008). Estes achados tornam o DHA tdo importante quanto o
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Figura 6 - Esquema da sintese de eicosandides derivados de AA, EPA e
DHA.

Acido Araquidénico dos fosfolipideos
da membrana celular
lFosfoIipase A,
Acido Araquidénico livre
COX-1 5-LOX
cox2 /5-LOX 2-LOX
PGG, 15-HiETE 12-H1ETE 7ET\E
PGH, 15-HETE 12-HETE LTA, 5-HETE
PGD, PGE, PGl, TXA, PGF,  Lipoxina A, LTC, LTB4
LTD4
LTE,4
Acido Eicosapentaendico - Acido Docosahexaenéico -
EPA DHA
coxa cox2 + cox-ar 15-LOX
Aspirina aspirina
5-LOX
v
PGG; 5-HpEPE 18(R)-HpEPE l7(R)—HpDHA 17(S)-HpDHA
outras
l 5LOX+ 5-LOX + / reagdes
outras reagoes outras rea(;oes
v
PGs, TXs LTssérie5 Resolvinas E Resolvinas D Resolvinas  10(R),17(S)-
série 3 (RVE;, RVEy) derivadas de D dihidroxiDHA
aspirina (neuroprotectina D;)

Abreviagdes: COX, ciclo-oxigenase; HETE, Acido hidroxieicosatetraenéico;
HpETE, acido hidroxiperoxieicosatetraenoico; HpEPE, acido
hidroxiperoxieicosapentaendico; HpDHA, 4cido
hidroxiperoxidocosahexaenéico; LOX, lipoxigenase; LT, leucotrieno; PG,
prostaglandina; TX, tramboxano.
Fonte: Adaptado de Calder, 2009.
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EPA na modulagdo da resposta inflamatéria (CALDER, 2008). O DHA
é, ainda, convertido em outra molécula chamada protectina. Estas sao
distinguidas pela presenca de trés dupla ligacdo conjugadas. Possuem
potente bioatividade no bloqueio da ativacdo de neutréfilos e na reducédo
da expressdo de citocinas pro-inflamatérias (SERHAN; CHIANG; VAN
DIKE, 2008; SERHAN, 2009). A combinacdo de moléculas pro-
resolucdo e antagonistas das vias COX e LOX parece ser uma boa
estratégia para a recuperacdo e restauracdo do controle da inflamacédo
(SERHAN; CHIANG; VAN DIKE, 2008).

Mediadores da resposta inflamatéria derivados dos &cidos
graxos EPA e DHA também podem interferir na apoptose celular via
NF-xB. Quando ativado, este fator de transcricdo bloqueia a morte
celular e apoptose, sendo frequentemente regulado em células
cancerigenas, resultando em células que sdo resistentes as drogas
quimioterapicas ou a radiacdo ionizante e ndo morrem em resposta ao
dano genético que tenha ocorrido (KARIN, 2006). Estudos sugerem
efeitos diretos dos AGPI n-3 e de seus mediadores sobre a expressdo
genética através da inibicdo da ativacdo de NF-xB (NOVAK et al.,
2003).

O EPA tem mostrado inibir a inflamacéo in vivo e tem sido
associado com ganho de peso, melhor resposta a terapia, menores
complicagdes e frequente aumento da sobrevida em varios pacientes
com cancer (ELIA, et al., 2006; JHO, et al., 2004). A ingestdo dietética
de acidos graxos n-3 tem sido também, associada com a supressdo de
transformacdo neoplésica, angiogénese e crescimento de células
tumorais (SIMOPOULOS, 2002). Estudos experimentais com cultura de
células e em animais tem demonstrado a habilidade dos &cidos graxos n-
3 de diminuir a citotoxicidade de alguns farmacos anticancer. Na
terapéutica do cancer de célon, a combinacdo de emulsdo de émega-3
com 5-FU resultou em efeito inibitdrio aditivo na linhagem de células
Caco-2 (JORDAN; STEIN, 2003).

Bonatto (2008) investigou a acdo dos AGPI n-3 sobre o sistema
imunitario inato de pacientes oncolégicos submetidos a quimioterapia.
Dos dezenove pacientes que receberam suplementacdo de 2 g/dia de
6leo de peixe encapsulado durante 8 semanas, dez apresentavam
localizacdo da doenca no colon efou reto. Ndo houve diferenca
estatistica no peso dos pacientes com e sem suplemento; no entanto, dos
19 individuos suplementados, 12 apresentaram ganho de peso e 2
mantiveram.

Foi realizada uma busca sistematica da literatura publicada até
junho de 2012 objetivando encontrar estudos clinicos, realizados em
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humanos, in vivo e com amostra de estudo formada apenas por
individuos com CCR, que fornecem evidéncias sobre os efeitos das
suplementacdo de AGPI n-3, inclusive de 6leo de peixe, em marcadores
de inflamagdo. A estratégia de busca foi criada combinando todos os
termos relativos e sinonimios para AGPI n-3, 6leo de peixe, cancer
colorretal e marcadores de inflamacdo na lingua inglesa, portuguesa e
espanhola nas seguintes bases de dados: MEDLINE (via PubMed;
National Library of Medicine, Bethesda, Maryland), Centro Latino-
Americano e do Caribe de Informacdo em Ciéncias da Saude - BIREME
(via BVS; Biblioteca Virtual em Saude, Sdo Paulo, Brazil), EBSCOhost
(EBSCO Information Services, Birmingham, US), SCIVERSE Hub
(Elsevier, Oxford, United Kingdom), I1SI Web of science (Institute for
Scientific Information, Philadelphia, Pennsylvania).

A estratégia de busca resultou na selecdo de 7 estudos, cujas
caracteristicas metodoldgicas encontram-se descritas nos quadros 1 e 2.

Os marcadores de inflamagéo avaliados foram: I1L-1p, IL-2, IL-
6, TNF-o e IFN-y no estudo de Purasiri et al. (1994); producdo ex-vivo
de IL-6 por células polimorfonucleares no estudo de Braga et al. (2002);
producio de IL-4 e IFN-y por células T CD4" no estudo de Matsuda et
al. (2006); : interleucinas 1B, 2, 4, 5, 6, 8, 10, 12, eotaxina, GM-CSF e
RANTES no estudo de Read et al. (2007); niveis séricos de IL-6 e TNF-
a no estudo de Liang et al. (2008); concentracfes plasmaticas de I1L-1,
IL-6, TNF-a no estudo e Silva et al. (2012); e concentragdes plasmaticas
de IL-6 e TNF-a no estudo de Zhu et al. (2012). Niveis plasmaticos de
PCR foram avaliados no estudo de Read et al.(2007) e de Silva et al.
(2012)

Em quatro dos seis estudos controlados foi observada diferenga
estatistica nos niveis de citocinas avaliadas entre 0s grupos
suplementados com 4acidos graxos n-3 e seus respectivos controles:
todas as citocinas avaliadas por Purasiri et al. (1994), Braga et al. (2002)
e Zhu et al. (2012) apresentaram valores significativamente menores ao
final do periodo de suplementacdo com AGPI n-3 quando comparado
aos grupos controles/convencionais. No estudo de Matsuda et al. (2006)
observou-se diferenca estatistica apenas na propor¢do de IFN-y no
momento 8 e 14 dias ap6s o término da suplementagdo diaria com uma
férmula liquida contendo arginina, RNA e AGPI n-3 (momentos
correspondente ao pds- operatdrio). Neste estudo, os valores de IFN-y
foram menores que aqueles encontrados no grupo controle nos mesmos
momentos.
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Quadro 1 — Caracteristicas metodolégicas dos estudos encontrados na

busca sistematica da literatura. Parte 1.
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Abreviagdes: CCR, Céncer Colorretal; TNM, classificacdo do estadio do tumor.

Fonte: Do autor
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Quadro 2 — Caracteristicas metodolégicas dos estudos encontrados na

busca sistematica da literatura. Parte 2.
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No estudo bem delineado de Liang et al. (2008), as
concentracBes de IL-6 e TNF-o aumentaram com a realizagdo do
procedimento cirlrgico em ambos os grupos. No entanto, oito dias
posteriores a intervencdo cirlrgica os niveis destas citocinas tiveram
gueda acentuada no grupo suplementado com AGPI n-3, enquanto que
no grupo controle os niveis de TNF-o continuaram aumentando e os de
IL-6 cairam de maneira menos expressiva. Apesar disso, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos.

Silva et al. (2012) ao suplementar 2 g de Oleo de peixe
encapsulado durante 9 semanas concomitante ao tratamento
quimioterapico ndo observou diferenca nos niveis de IL-1p, IL-6 e TNF-
o entre oS grupos de estudo. Todavia, niveis séricos de PCR foram
expressivamente menores no grupo que recebeu o 6leo de peixe (média
de 3,4 mg/L no grupo suplementado vs. 13.0 mg/L no grupo controle,
p=0,09).

Read et al. (2007) ao suplementar 480 mL/dia de uma férmula
liquida contendo 4,5 g/L de EPA + 1,9 g/L de DHA durante 9 semanas
observou diferenca estatistica apenas para eotaxina, RANTES e GM-
CSF. Eotaxina, uma citocina  pré-inflamatéria, aumentou
significativamente até a semana 3 permanecendo inalterada até a semana
9. RANTES também aumentou expressivamente até a semana 3. Ja 0s
niveis de GM-CSF oscilaram, reduzindo significativamente seus valores
do basal para a semana 3, retornando a aumentar na semana 9, porém
em niveis menores que os basais. Niveis de PCR aumentaram com a
intervencdo quimioterdpica (média de 18,2 mg/L no basal para 33,1
mg/L na semana 3; p=0,004) no entanto reduziram significativamente
no final do estudo (média de 78,4 mg/L na semana 3 para 19,4 mg/L na
semana 9; p=0,02).

Observa-se portanto, grandes diferencas metodolégicas entre os
estudos, o que dificulta a comparacdo entre eles, e isso talvez, possa
explicar a divergéncia nos resultados encontrados para um mesmo
marcador. Salienta-se também que apenas um estudo (READ et al.,
2007) avaliou o comportamento de citocina com atividade anti-
inflamatéria (1L-10); que nenhum deles avaliou IL-17A; e que em dois
deles (BRAGA et al., 2002; MATSUDA et al., 2006) a formula de
intervencdo era acrescida de substancias com potencial atividade
imunomoduladora (RNA e arginina) além de AGPI n-3.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se existem alteragBes nos marcadores inflamatérios
(TNF-a, IL-1B, IL-10, IL-17A, PCR e albumina), no perfil de &cidos
graxos plasmaticos e no estado nutricional de individuos adultos
portadores de céancer colorretal em tratamento quimioterapico
suplementados com 2 g/dia de 6leo de peixe.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o comportamento dos marcadores de inflamacdo
(citocinas pro-inflamatérias IL-1B, IL-17A e TNF-a; citocina
anti-inflamatéria I1L-10 e as proteinas hepaticas de fase aguda
PCR e albumina) antes e ap6s a suplementacdo de 2 g/dia de
6leo de peixe durante nove semanas, em relagcdo aqueles ndo
suplementados;

e Determinar o perfil de acidos graxos plasmaticos nos grupos de
estudo, nos momentos pré e pds-suplementacdo de 2 g/dia de
oleo de peixe;

e Auvaliar o risco de complicacdes nutricionais e inflamatdrias
por meio do indice da relacdo PCR/albumina nos grupos e nos
momentos do estudo;

e Verificar o comportamento de indicadores antropométricos e do
estado nutricional nos grupos e nos momentos do estudo;

e Avaliar a tolerdncia a quimioterpia nos momentos e grupos do
estudo;

e Quantificar a ingestdo dietética habitual dos individuos
participantes do estudo.
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4 POPULACAO E METODOS

4.1 CARACTERIZAGAO DO ESTUDO

Ensaio clinico randomizado, prospectivo e controlado®.

4.2 AMOSTRA DE ESTUDO

A amostra de conveniéncia foi constituida por individuos de
ambos os sexos com diagnostico de adenocarcinoma de colén e/ou reto,
assistidos e recrutados entre julho de 2011 a marco de 2012 no Centro
de Pesquisas Oncoldgicas de Floriandpolis — CEPON, Santa Catarina,
Brasil®.

Os critérios para elegibilidade adotados foram: idade >19 anos;
diagndstico histopatoldgico de CCR; e indicacdo de tratamento
guimioterapico. Nao foram incluidos aqueles: em tratamento paliativo
ou em uso de estatina ou farmacos anti-inflamatdrios; com alergia a
peixes e derivados; sem condicdes de ingestdo via oral; submetidos
anteriormente & quimioterapia; portadores de doengas autoimunes ou
cuja patogenia envolva um processo inflamatério; ou, que fizeram uso
de suplementos contendo dleo de peixe ou AGPI n-3 por um periodo
prolongado (> 90 dias), seis meses antes ao inicio do estudo.

A triagem dos individuos aptos foi realizada pela equipe médica
e pela equipe de assisténcia social da instituicdo. Os individuos eram
entdo encaminhados ao servico de nutricdo clinica, onde eram
convidados a participar mediante prévia apresentacdo do estudo. Busca
diaria nos registros de pacientes de “primeira vez” a iniciar quimiotera-

®Ensaio Clinico Randomizado com registro na Plataforma ClinicalTrialGov sob
identificacdo NCT01575340.

® O Centro de Pesquisas Oncolégicas — CEPON de Florian6polis é o érgio
central de referéncia na prevencao e tratamento do cancer no estado de Santa de
Catarina. Seus servigos de alta complexidade sdo destinados basicamente aos
pacientes do Sistema Unico de Satde provenientes da grande Floriandpolis e do
interior do estado. Possui caracteristica de Hospital-Dia e concentra servigos
terapéuticos de radioterapia e quimioterapia, médico, nutricional, psicolégico,
farmacéutico, social, entre outros.
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pia presencial ou domiciliar também foi realizada para identificar
aqueles individuos aptos.

4.3 GRUPOS DE ESTUDO

Os individuos foram alocados randomicamente em dois grupos
de estudo assim definidos: 1) Grupo suplementado (GS) cujos
componentes ingeriram 2 g de 6leo de peixe encapsulado diariamente
por nove semanas; ou, 2) Grupo Controle (GC), sem ingestdo de
placebo.

A randomizacdo foi definida de acordo com uma ferramenta
desenvolvida para Microsoft Office Excel®™ A ferramenta utilizava a
linguagem de programacdo VB e designava o individuo para um dos
grupos de acordo com a multiplicagdo do nimero do prontuério do
individuo no CEPON por um nimero randémico entre 0 e 1 gerado pelo
Microsoft Office Excel®, que era modificado para cada selecéo. Para o
direcionamento, adotou-se resultados impares como pertencentes ao
grupo suplementado, e pares, ao grupo nao-suplementado. A fim de
equilibrar a distribuicdo, o segundo individuo de cada par era
direcionado ao grupo oposto.

4.4 CARACTERIZAGCAO DO SUPLEMENTO NUTRICIONAL DE
OLEO DE PEIXE

O suplemento de 6leo de peixe foi oferecido pelo pesquisador
na forma de cépsulas gelatinosas na propor¢do de 500 mg/cépsula
(Omega 3, PHITOMARE®, Governador Celso Ramos, SC, Brasil). As
capsulas continham o6leo de peixe extraido de salmdo, cavalinha e
sardinha, além de gelatina e glicerina.

A composicdo de acidos graxos do suplemento encontra-se no
quadro 3.

O produto ¢ certificado como suplemento nutricional de acordo
com a Portaria N° 19, de 16 de margo de 1995 (BRASIL, 1995) e
registrado no Ministério da Salde, na categoria de alimento, sob o
registro 6.2358.0006.001-4.
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Quadro 3 - Composicdo de acidos graxos do suplemento de dleo de
peixe.

Composicao Quantidade/g
Gordura Total (g) 1,0
Gordura Saturada (mg) 320
Gordura Monoinsaturada (mg) 260
Gordura Poli-insaturada (mg) 400
AGPI n-3 (mg) 300
EPA (mg) 180
DHA (mg) 120

Colesterol (mg) 2

Fonte: Rétulo do produto Omega 3, PHY TOMARE®.

4.5 DESENHO DO ESTUDO

O estudo iniciou em um momento isolado, onde os individuos
aptos foram identificados e convidados a participar deste ensaio clinico.
Agueles que concordaram, informaram seu consentimento e entdo foram
randomizados em um dos grupos de estudos conforme técnica ja
descrita.

Apos a identificacdo, o estudo dividiu-se em dois momentos: a)
BASAL, e b) 9 SEMANAS. No Basal, caracterizado temporalmente
como o dia da primeira quimioterapia oral ou injetavel, foram realizadas
as primeiras coletas de sangue, de dados antropométricos e da ingestdo
alimentar (formuldrios de registros dos dados encontram-se no Apéndice
A). Os individuos alocados para 0 Grupo Suplementado (GS) receberam
as capsulas de 6leo de peixe e as orientagdes de consumo, bem como um
formulario de registro diario da ingestdo do suplemento (Apéndice B) e
instrucBes para seu preenchimento, iniciando neste exato momento o
periodo de suplementagdo. No momento 9 Semanas, apds
aproximadamente 63 dias de seguimento, foram repetidas as coletas de
sangue e de dados antropométricos, além de uma nova quantificacdo da
ingestdo alimentar. Nesse momento, o grupo suplementado cessou a
ingestdo das capsulas de 6leo de peixe e no primeiro retorno ao CEPON
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apos este periodo, tinham que apresentar ao pesquisador o registro de
ingestdo e o frasco de armazenamento das capsulas (Figura 7).

Para as coletas de material biolégico, os individuos receberam
as guias de solicitacdo de exames (Apéndice C) e foram instruidos a
comparecer ao Laboratério Santa Luzia® (Rua Dom Joaquim, 660,
Centro - Floriandpolis SC) estando em jejum alimentar por um periodo
prévio de aproximadamente 8 horas.

Os individuos suplementados foram orientados a ingerir as
capsulas de forma dose-fracionada (2 cap/2 cap), cerca de 30 minutos
antes das refeigdes principais, acompanhado de ingestéo liquida.

Dados da ingestdo alimentar foram coletados em quatro
momentos: um no BASAL, dois entre BASAL e 9 SEMANAS (num
intervalo de aproximadamente 15 a 21 dias entre eles), e um dltimo no 9
SEMANAS. Salienta-se que somente a terceira e a quarta avaliacdo
dietética ficaram sujeitas a influéncias dos efeitos colaterais da
guimioterapia.

O pesquisador manteve contato presencial com os individuos
em avaliacdo quando eles se dirigiam ao CEPON para tratamento
quimioterapico ou consulta médica, ou via ligacdo telefonica durante
todo o periodo de seguimento, visando suporte assistencial adequado,
guando necessario.

4.6 INSTRUMENTOS E TECNICAS DE COLETA DE DADOS

4.6.1 Caracterizagéo dos individuos

Os individuos participantes foram caracterizados quanto a:

1) dados pessoais: nome completo, sexo, data de nascimento,
procedéncia, endereco residencial, telefone e nimero do prontuério;

2) dados clinicos: localizagdo do tumor, estadiamento, farmacos
utilizados, protocolo quimioterapico e comorbidades associadas;

3) habito tabagico e nimero de cigarros/dia (se fumante);

4) avaliacdo subjetiva dos sinais e sintomas apresentado pelo
individuo e autoavaliacdo da sua capacidade funcional.

As informacgdes referentes a “dados pessoais” e “dados clinicos”
foram coletadas do prontudrio interno do paciente no CEPON; as
demais foram obtidas por meio de entrevista direta. Todas as
informacGes foram registradas em formulario préprio (Apéndice A).
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Figura 7 — Fluxograma do estudo.

IDENTIFICACAO

|7 Randomizagéo

Grupo Suplementado

Grupo Controle

Coleta de sangue 1
Antropometria 1
Quantificacéo
ingestdo alimentar 1
Inicio ingestao
Iregistro capsulas
6leo de peixe

Coleta de sangue 1
Antropometria 1

Quantificacdo
ingestdo alimentar 1

‘715 a 21 dias

Quantificacdo
ingestdo alimentar 2

Quantificacdo
ingestdo alimentar 2

115 a 21 dias

Quantificacdo
ingestdo alimentar 3

Quantificacdo
ingestdo alimentar 3

Coleta de sangue 2
Antropometria 2
Quantificacéo
ingestdo alimentar 4
Término ingestao
Iregistro capsulas
6leo de peixe

Devolugdo do
registro e do frasco

Coleta de sangue 2
Antropometria 2

Quantificagdo
ingestdo alimentar 4

Fonte: Do autor.

BASAL
(Dia da 1° sesséo de
quimioterapia)

(9 semanas)

9 SEMANAS
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4.6.2 Coleta e preparo do material biol6gico

Aproximadamente 15 mL de sangue foram coletados por
profissional capacitado na regido cubital do antebrago de cada paciente
nos momentos Basal e 9 Semanas, utilizando 3 tubos do tipo vacutainer
com capacidade para até 10 mL, contendo heparina sddica
(anticoagulante) ou gel separador.

Os tubos de sangue com anticoagulante (2 tubos) foram
acondicionados em caixa térmica sob uma temperatura inferior a 15°C e
transportadas até o Laboratério de Investigacdo de Doengas Cronicas,
Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal de
Santa Catarina para serem processadas para a determinagdo de citocinas
e do perfil de &cidos graxos plasmaticos. Foram centrifugadas no
préprio tudo de coleta a 1800 rpm por 7 minutos a uma temperatura
aproximada de 4 °C para separagdo do plasma. Aliquotas de 500 uL de
plasma foram transferidas para quatro criotubos devidamente
identificados e armazenados a - 80°C.

O tubo de sangue restante, com gel separador, ficou retido no
laboratério de analises médicas para a determinacdo de PCR e albumina.
O sangue ficou em repouso em temperatura ambiente por cerca de 30
min até a completa coagulagdo. Apos, foi centrifugado por um periodo
de 10 a 15 minutos a 4700-5100 rpm para a separagdo do soro.

4.6.3 Avaliacéo dos marcadores inflamatdrios

4.6.3.1 Citocinas plasmaticas

As aliquotas de plasma foram descongeladas em temperatura
ambiente ao final do estudo e agitadas em homogeneizador.

Kits especificos para TNF-a, IL-1p e IL-10 humano da marca
BD OptEIA™ — BD Biosciences (San Jose, Califérnia, EUA) e IL-17A
humano da marca eBioscience® (San Diego, Califérnia, EUA), foram
utilizados. O teste utilizou um anticorpo monoclonal especifico para
cada citocina revestido sobre placas individuais de 96 pocos. Padrdes e
as amostras foram adicionados aos pogos, e qualquer TNF-a, IL-1pB, IL-
10 ou IL-17A se ligou ao seu respectivo anticorpo imobilizado. Os
pocos foram lavados e um conjugado de streptavidin-horseradish
peroxidase misturado a um anticorpo biotinilado anticitocina humana
foi adicionado produzindo uma espécie de “sanduiche” (anticorpo-
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antigeno-anticorpo). Os pocos foram novamente lavados e, uma solugéo
de substrato TMB adicionada, produzindo uma cor azul na proporgao
direta com a quantidade de TNF, IL-1B, IL-10 ou IL-17A presentes na
amostra inicial. As absorbancias dos pogos foram lidas em
espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 450 nm, com correcao
a 570 nm, em até 30 min apds a parada da reagdo. Todos 0s padrfes e as
amostras foram analisados em duplicata.

Os limiares minimos de deteccdo dos kits utilizados foram: 2
pg/mL para TNF-a e IL-10; e 0,8 pg/mL para IL-1p. Sensibilidade do
teste de IL-17A era de 4 pg/mL.

Para o célculo das concentragdes, foram obtidas as médias das
leituras Opticas de cada padrdo e amostra. Em seguida, foi subtraida a
média da leitura optica do padrdo “zero” de cada média dos demais
padrbes e das amostras. Graficos tipo “log-log” foram construidos em
planilha do Microsoft Office Excel® de acordo com as médias dos
padrdes de cada kit, cujas concentrag@es de citocinas eram conhecidas.
Procurou-se 0 melhor ajuste da linha de tendéncia através dos pontos
padrdo, considerando o valor de r . Para a determinacdo das
concentracdes foram introduzidas as médias das absorbancias de cada
amostra na sua respectiva equacdo da reta. Os resultados foram
expressos em pg/mL.

O balanco pré/anti-inflamatorio foi determinado pela razdo das
citocinas pro-inflamatérias (IL-1B ¢ TNF-a) pela anti-inflamatéria (IL-
10).

4.6.3.2 Proteina C-Reativa

As concentragbes séricas de PCR foram determinadas pelo
método turbidimétrico (PELTOLA; VALMARI, 1985). O reagente
continha particulas de latex de poliestireno recobertas de anticorpos
anti-PCR humana. O principio do teste baseia-se na reacdo entre PCR da
amostra do paciente com as particulas de latex sensibilizadas
provocando uma aglutinacdo destas e gerando por consequéncia, uma
turbidez cuja intensidade foi verificada através de leitura em um
espectrofotdmetro (ADVIA® Chemistry Systems - Siemens Medical
Solutions Diagnosis, NY, USA) em comprimento de onda de 540 nm.
Resultados foram expressos em mg/L. Valores de referéncia para
normalidade: < 5,0 mg/L (recomendacdo do Laboratério Médico Santa
Luzia).
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4.6.3.3 Albumina

Albumina sérica foi determinada quantitativamente pelo
método colorimétrico de verde de bromocresol
(DOUMAS; WATSON; BIGGS, 1971). Adicionou-se 10 pL de soro em
2 mL do reagente de cor (solugdo de verde de bromocresol, tampéo
cuccinato 0,1 M e surfactante ndo idénico 35%) com pH acido. Na reacdo
a cor do indicador sofre alteracdo, passando de verde-amarelado para
azul-esverdeado. A concentracdo foi determinada através da leitura em
espectrofotdmetro (ADVIA® Chemistry Systems - Siemens Medical
Solutions Diagnosis, NY, USA) em comprimento de onda de 630 nm. O
resultado foi expresso em g/dL. Faixa de referéncia para normalidade:
3,2 a 4,8 g/dL (recomendacédo do Laboratdrio Médico Santa Luzia).

4.6.4 Relacao proteina C-reativa/albumina

A relacdo PCR/Albumina representa um indicador simplificado
do Indice de Prognéstico Nutricional e Inflamatorio — IPIN,
originalmente criado por Ingenbleek e Carpentier (1985). Os valores
classificatorios dos graus de risco de complicacfes adotados foram: sem
risco: < 0,4; baixo risco: 0,4-1,2; médio risco: 1,2-2,0; alto risco: > 2,0
(CORREA et al., 2002).

4.6.5 Determinacéo da composicéo de acidos graxos plasmaticos

Aliquotas de plasma congeladas foram transportadas sob
condicdes adequadas de refrigeracdo até o Laboratério de Metabolismo
Celular (Departamento de Fisiologia, Setor de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Parana) para a determinacéo do perfil de acidos
graxos plasmatico, de acordo com as técnicas descritas a seguir.

4.6.5.1 Extracéo lipidica

Foi utilizada uma adaptacdo da metodologia descrita por Folch
et al (1957).

As amostras de plasma descongeladas foram ressuspensas em
agua e adicionado cloroférmio na mesma proporg¢do. Ap6s centrifugacéo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Doumas%20BT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5544065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Watson%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5544065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Biggs%20HG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5544065
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de 2 min a 450 g o infranadante foi transferido para outro tubo e
acrescido de uma solucdo de cloroférmio:metanol (1:1, viv) e
novamente centrifugado. O infranadante foi entdo coletado e acrescido
de 0,5 mL de metanol e 1 mL de cloroférmio, e entdo, agitados em
vortex e posteriormente centrifugados a 1500 g por 2 minutos a 4 °C. A
fase inferior foi transferida para outro tubo, e com a fase superior foi
realizada nova extragcdo com 0,5 mL de metanol e 1 mL de cloroférmio.
Ao total de fases inferiores coletado das 2 extracBes foi adicionado 1
mL da solucdo de cloroférmio:metanol:dgua, na proporcdo de 3:47:48
(solvente de Folch). Cada amostra foi agitada e centrifugada e, apds o
descarte da fase superior (hidrometandlica), a fase orgéanica foi
evaporada com nitrogénio gasoso.

4.6.5.2 Saponificacdo dos extratos lipidicos

Os extratos lipidicos obtidos do plasma foram ressuspensos em
100 pL de metanol e saponificados com 2,0 mL de uma solugdo alcalina
em metanol (hidréxido de sédio 1M em metanol a 90%), a 37 °C por 2
horas, em banho-maria com agitacio (HAMILTON et al., 1992;
NISHIYAMA-NARUKE et al, 1998). A solucdo alcalina foi entéo
acidificada até aproximadamente pH 3,0, com &cido cloridrico 1 M. Os
acidos graxos em solucdo foram extraidos 3 vezes com 2,0 mL de
hexano. O solvente foi evaporado em nitrogénio gasoso e as amostras
entdo guardadas protegidas da luz, a -20°C, até a derivatizagcdo com
BMMC.

4.6.5.3 Derivatizacdo dos acidos graxos

A reagdo de derivatizacdo foi baseada no método descrito por
Abushufa, Reed e Weinkove (1994). O reagente 1 foi preparado
adicionando-se 10 mg de BMMC em 10 mL de acetonitrila. O reagente
2 foi preparado adicionando-se 26,5 mg de 18-crown-6 e 100 mg de
carbonato de potassio em 5 mL de acetonitrila. O reagente 2 foi
sonicado por 30 minutos e outros 5 mL de acetonitrila foram
adicionados. O sobrenadante foi separado do precipitado e a solucéo foi
estocada a 4-8 °C. As amostras contendo &cidos graxos a serem
derivatizados foram reconstituidas em 100 mL de acetonitrila e
homogeneizadas em vortex. Apés 30 segundos, foram adicionados 100
pL do reagente 1, e 100 pL do reagente 2. As amostras foram
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novamente homogeneizadas, mantidas a 60 °C por 15 minutos, e em
seguida transferidos para frascos apropriados para inje¢ao.

Para a andlise dos &cidos graxos derivatizados através do
detector de fluorescéncia, foram realizadas injegdes de volumes que
variaram de 10 a 50 pL dos derivados diluidos. O fluxo foi de 1,0
mL/minuto, a temperatura controlada de 23 °C. Os compostos foram
detectados fluorimetricamente com excitacdo a 325 nm e emissdo a 398
nm. Quanto a fase mdvel, foi realizado gradiente bindrio com
acetonitrila e 4&gua, iniciando com a proporcdo de 77:23%
(acetonitrila:agua) e finalizando com 90:10, em um total de 55 minutos.

4.6.5.4 Analise de &cidos graxos por HPLC

Ap6s extracdo lipidica, saponificacdo dos extratos e
derivatizacdo dos acidos graxos obtidos, as amostras foram injetadas em
um sistema HPLC — Varian modelo LC-10A e detector de fluorescéncia
(325 nm de excitacdo e 395 nm de emissdo). A coluna analitica utilizada
para a separacgdo dos acidos graxos derivatizados foi C-8 de fase reversa
(25 cm x 4,6 mm i.d., 5 um de particula), com um fluxo de 1 mL/min de
acetonitrila/agua (73:23, vol/vol). A mistura de padrdes de acidos graxos
foi obtida da empresa Sigma-Aldrich.

4.6.6 Avaliagdo do estado nutricional

4.6.6.1 Antropometria

Peso atual, peso usual, estatura, e dobras cuténeas tricipital,
bicipital, subescapular e suprailiaca foram aferidas e mensuradas por
profissional padronizado, seguindo técnicas propostas por Lohman e
colaboradores (1988).

O peso atual foi mensurado em balanga eletrdnica de plataforma
com capacidade maxima de 150 kg e escala de 100 g, da marca Toledo®
(Empresa Toledo do Brasil, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil). A
altura foi aferida utilizando-se estadiémetro acoplado a balanga com
comprimento maximo de 2 m e escala de 1 cm. Espessura das dobras
cutaneas foram medidas com compasso Lange Skinfold Caliper® (Beta
Technology Incorporated, Santa Cruz, Califérnia, EUA), em duplicata,
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sendo calculada a média aritmética quando da divergéncia das aferi¢Ges.
Peso usual foi obtido pelo relato do paciente.

4.6.6.2 Indicadores do estado nutricional

4.6.6.2.1 indice de massa corpérea - IMC

Razdo entre o peso do individuo e a sua altura ao quadrado. O
resultado é apresentado em kg/m2 e confrontado com valores de
referéncia para a classificagdo do estado nutricional, propostos pela
World Health Organization (2008).

4.6.6.2.2 Percentual de perda de peso

Resultado da divisdo entre AP (diferenga entre o peso atual € o
peso usual) e o peso usual, multiplicado por 100, para ser expresso em
percentual. Sua classificacdo é relacionada com o tempo de perda
(DETSKY et al., 1987).

4.6.6.3 Composicéo corporal

Percentual de gordura corporal foi estimado pela equacdo de
Siri (1961) a partir do calculo de densidade corpérea, determinada pelo
método de Durnin & Womersley (1974) utilizando o somatorio das
quatro dobras cutaneas (tricipital, bicipital, subescapular e suprailiaca).

4.6.7 Avaliacdo da toxicidade a quimioterapia

A toxicidade a quimioterapia foi avaliada segundo relatos de
sinais e sintomas relacionados aos possiveis efeitos colaterais da
quimioterapia, coletados em entrevistas realizadas nos momentos basal e
9 semanas. Os individuos foram interrogados quanto a presenca €
intensidade dos sinais e sintomas listados no formulario de coleta de
dados (Apéndice A), nos Gltimos 7 dias.
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Cada sinal/sintoma recebeu uma classificacdo crescente do grau
de intensidade: O (presencga/intensidade nula) a 10 (mé&xima intensidade
ja sentida).

4.6.8 Quantificacdo da ingestao alimentar

O consumo dietético atual dos individuos foi estimado através
da aplicacdo de quatro Recordatérios de 24 Horas. Os individuos foram
encorajados a relatar, com o maximo de detalhes (tipo, forma de
preparo, ingredientes, quantidades em medidas caseiras), todos 0s
alimentos e bebidas consumidos no dia anterior, em cada refeicdo. Ao
final da entrevista, o pesquisador procedia a revisdo dos alimentos e das
guantidades relatadas e registradas com o entrevistado (GUENTHER et
al., 1996).

Para a transformacdo das medidas caseiras em gramaturas de
alimentos, foi utilizada a tabela de equivaléncias de Pinheiro et al.
(2002). Para a andlise estimada do quantitativo de nutrientes
(carboidratos; proteinas; gorduras total, saturada, monoinsaturadas e
poli-insaturadas; fibra alimentar; vitamina D, calcio, e acidos graxos n-3
e n-6) foram utilizados a Tabela Brasileira de Composi¢éo de Alimentos
(TACO) (NEPA/UNICAMP, 2006) e o software de nutricdo DietWin
Clinico 2008 (BRUBINS Comeércio de Alimentos e Supercongelados
Ltda., Porta Alegre, Brasil). As preparacBes sem registro na tabela
TACO foram desmembradas em ingredientes e quantidades/por¢do de
acordo com o Manual de Receitas e Medidas Caseiras para Calculos de
Inquéritos Alimentares (FISBERG; VILLAR, 2002). Os alimentos e
bebidas relatados que ndo constam na tabela TACO, foram analisados
utilizando o banco de dados do programa® ou entéo substituidos por um
alimento de caracteristicas semelhantes.

Foi calcula a média/mediana dos quatro recordat6rios para
representar a medida estimada do consumo habitual dos individuos,
minimizando desta forma, as diferencas intraindividuais de variabilidade
no consumo de alimentos.
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4.7 MODELO DE ANALISE

No quadro 4 estdo descritas as varidveis e suas dimensdes
(indicadores) utilizadas nas analises propostas.

As variaveis sexo, idade, localizacdo do tumor, estadiamento
clinico, hébito tabagico, peso, IMC e perda de peso nos Ultimos 6 meses
foram utilizadas para a caracterizagdo dos participantes do estudo.

Varidveis politdmicas foram transformadas em dicotémicas,
sem gue houvesse um julgamento inapropriado (Ex: habito tabagico) ou
guando da existéncia de categorias com frequéncia nula (Ex:
estadiamento clinico).

A varidvel “Ingestdo de Oleo de peixe” foi considerada a
exposicdo, e as demais variaveis dependentes, que ndo foram utilizadas
para caracterizacdo dos participantes, os desfechos.

* A tabela de composicéo de alimentos DietWin é uma compilacido média dos
valores encontrados nas tabelas: TABELA BRASILEIRA — BRASILFOODS
— USP; IBGE; USDA; CENEXA - Fundacion para la promocion de la
educacion y la investigacion em diabetes y enfermedades de la nutricion. Tabla
de composicién quimica de alimento. 2. ed. 1995.; ALEMA - Die grosse gu
nahrwert tabelle, edicion revisada, 1998 (version en espafiol); FAVIER, JEAN
CLAUDE, et al. Repertorio geral dos alimentos - Tabela de composicao. 2.
ed, Rev. e Amp. SP: Roca, 1999; ALIMENTOS REGIONAIS
BRASILEIROS, 1. ed., Brasilia: Ministério da Saude, 2002; FIBRAS -
ENDEZ, M.H.M. et al. Tabela de composi¢cdo de alimentos. RJ: EDUFF,
1995; ACIDOS GRAXOS - STOLPHER BLOCK, A.; SHILLS, M. (Eds).
Nutrition Fact Manuel: a quick reference. USA, 1996; informacéo nutricional
do fabricante dos produtos.
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Quadro 4 - Variaveis, suas caracteristicas e indicadores para o0 modelo

de analise.
Variavel Indicadores Classificagao tedrica
Masculino Independente, qualitativa nominal
Sexo . BN
Feminino dicotdmica
Idade Anos Independer_lte, quantitativa
discreta
Localiza¢do do Célon Independente, qualitativa
tumor Reto nominal, dicotdmica
Estadiamento Clinico 11 Independente qualitativa ordinal,
(TNM) \Y dicotdmica
Resseccéo tumoral Sim Independente, qualitativa nominal
nos ultimos 4 meses N&o dicotdmica
Habito tabégico NlIJEnca-fumante Independenta_e quAaIit_ativa nominal
x-fumante dicotdmica
Ingestio alimentar gde CH_O, PTN,~ Independentg quantitativa
GORD totais e fragdes continua
Eﬁ:trfOSEGpniséZer]sos % Dependente quantitativa discreta
Ingestdo de 6leo de Sim Dependente, qualitativa nominal
peixe Néo dicotdmica
Peso kg Dependente quantitativa continua
IMC kg/m? Dependente quantitativa continua
Gordura corporal % Dependente quantitativa continua
Massa magra kg Dependente quantitativa continua
Albumina g/dL Dependente quantitativa continua
PCR mg/L Dependente quantitativa continua
Ill;AIB'I'IEIIIJ:%xO 1L pg/mL Dependente quantitativa continua
Sem risco = <0,4
Relagdo Baixo risco 0,4-1,2 Dependente qualitativa ordinal

PCR/albumina

Meédio risco 1,2-2,0
Alto risco > 2,0

politdmica

Perfil de &cidos
graxos plasmaticos

% de AA, EPA, DHA,
AG oléico, palmitico,
razao n-6:n-3

Dependente quantitativa continua

Sinais e sintomas
clinicos

0—10 (graus de
intensidade)

Dependente quantitativa discreta

Abreviagdes: AA, éacido araquiddnico; AG, &cido graxo; CHO, carboidrato;

DHA, é&cido Docosahexaendico;

gordura; PTN, proteina.

Fonte: Do autor.

EPA, acido eicosapentaendico; GORD,
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4.8 TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados coletados foram organizados e digitalizados com
dupla-entrada em planilhas do Microsoft Office Excel® verséo 2010 por
um Unico pesquisador. Médias das variaveis foram comparadas ao final
do processo para a verificagdo da concordancia dos dados.

Para os analises estatisticas as variaveis sexo, idade, localizagéo
tumoral, estadiamento clinico, resseccdo tumoral nos ultimos 6 meses,
habito tabagico, altura, proporcdo de perda de peso nos ultimos seis
meses e ingestdo alimentar foram utilizadas para a caracterizacdo da
amostra. A varidvel ingestdo de 6leo de peixe (sim/ndo) representou a
exposicdo e, peso corpéreo, IMC, percentual de gordura corporal,
citocinas plasmaticas, PCR, albumina, perfil de AG plasmaticos, relacdo
PCR/Albumina e sinais e sintomas clinicos relacionados aos efeitos
colaterais da quimioterapia foram as variaveis de desfechos (Quadro 4).

A normalidade da distribuicdo dos dados foi testada pelo teste
Shapiro Wilk considerando como independentes 0s grupos de exposi¢do
e 0s momentos do estudo.

As variaveis cuja distribuicdo dos dados apresentou simetria
foram apresentadas sob a forma de média e desvio padrdo, caso
contrario, em mediana e intervalo interquartil.

Teste de Qui quadrado Exato de Fisher foi aplicado para testar
as diferencas entre as variaveis dicotdmicas no momento basal entre os
grupos de tratamento. Test t de student ou de Mann Whitney foi
utilizado para comparar desfechos continuos intergrupos se distribui¢do
simétrica ou assimétrica, respectivamente. Test T pareado foi aplicado
para detectar diferengas intragrupo nos momentos basal e final quando
varidvel de desfecho apresentou-se simétrica, ou teste de Wilcoxon, se
variavel desfecho assimétrica.

Validade externa foi testada utilizando as variaveis idade, sexo,
estadiamento clinico e localiza¢do tumoral.

Todas as analises foram realizadas no programa estatistico
STATA® versdo 11.0 para Windows, licenciado para o0 PPGN.

Valores do P foram considerados significativos quando < 0,05.

4.9 ASPECTOS ETICOS

Este ensaio clinico faz parte de um tematico intitulado “Relagao
entre a suplementacdo de n-3 PUFA com a resposta inflamatéria (PCR e
citocinas) e o estado nutricional em pacientes com cancer colorretal”
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aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Centro de Pesquisa Oncoldgicas de Florianépolis com o parecer n°
005/2009.

As propostas do presente estudo foram aprovadas pelo mesmo
CEP sob a forma de emendas de continuidade (protocolo n® 058/2010) e
estavam de acordo com a Resolugdo CNS 196/96 (BRASIL, 1996), bem
como, a declaracdo de Helsinki (1964) (RICKHAN, 1964).

Todos os participantes do estudo informaram seu consentimento
de participacdo através da assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (Apéndice D) ap6s a sua leitura conjunta e elucidagéo de
possiveis dividas recorrentes.
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5 RESULTADOS

5.1 MANUSCRITO

Suplementacéo de 6leo de peixe durante a quimioterapia melhora a
relacdo proteina C-reativa/albumina e o perfil de acidos graxos
plasmaticos de individuos portadores de cancer colorretal

Titulo Curto
Suplementacéo de dleo de peixe em cancer colorretal

Palavras-chave: Oleo de peixe, Acidos graxos poli-insaturados n-3,
Cancer colorretal, citocinas, Perfil de cidos graxos plasmaticos

Financiamentos

Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovacdo do Estado de Santa
Catarina; financiamento das avaliagdes de marcadores inflamatorios
Programa de P6s-Graduacdo em Nutricdo/UFSC - Programa de Bolsas
Demanda Social / Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES): concessao de bolsa de estudo ao autor principal

Resumo

Estudos prévios mostram que acidos graxos poli-insaturados n-
3 (AGPI n-3) possuem diversos efeitos anticancer, especialmente
atribuidos a sua capacidade de modular uma série de respostas génicas e
imunes. Nesse contexto, este ensaio clinico randomizado, prospectivo e
controlado foi conduzido com o objetivo de verificar se a suplementacéo
de 2 g/dia de 6leo de peixe durante nove semanas altera a produgdo de
marcadores inflamatérios, o perfil de acidos graxos plasmaticos,
indicadores do estado nutricional e a tolerdncia a quimioterapia de
individuos portadores de cancer colorretal (CCR). Onze individuos
adultos portadores de CCR em quimioterapia foram randomizados para
dois grupos: (a) suplementado (GS) diariamente com 2 g/dia de 6leo de
peixe encapsulado (fornecendo 600 mg/dia de EPA + DHA) durante
nove semanas (n=6), ou, (b) controle (GC) (n=5). Todos os desfechos
foram avaliados no dia anterior a primeira quimioterapia e nove
semanas depois. TNF-a, IL-1p, IL-10 e IL-17A, assim como o balango
pré/anti-inflamatério (relagdo TNF-o/IL-10 e IL-1B/IL10) e albumina
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sérica, ndo tiveram alteragGes significativas entre 0s momentos e 0s
grupos de estudo (P >0,05). Proteina C-reativa (PCR) apresentou
comportamento inverso nos grupos, reduzindo significativamente seus
valores no GS (p<0,05). Relacdo PCR/albumina indicou um aumento
significativo no risco de complicagdes nutricionaos e inflamatorias no
GC (de baixo a médio para alto risco), enquanto que no GS, o risco se
manteve baixo. As propor¢des plasmaticas de EPA e de DHA
aumentaram 1,8 e 1,4 vezes, respectivamente, enquanto que a de AA
reduziu aproximadamente 0,6 vezes com a suplementacdo (Basal vs 9
Semanas, p<0,05). Individuos do GS ganharam 1,2 kg (mediana)
enquanto que o GC perdeu -0,5 kg durante as nove semanas de
quimioterapia (p>0,05). A suplementacdo pareceu ndo exercer efeitos
importantes sobre as queixas de toxicidade a quimioterapia. Estes
resultados demonstram que 2 g/dia de 6leo de peixe durante nove
semanas de quimioterapia melhora os valores de PCR, bem como a
relacdo PCR/albumina, o perfil de &cidos graxos plasmaticos e previne a
perda de peso durante o tratamento.

Introducéo

Estudos tém sugerido que &cidos graxos poli-insaturados da
familia n-3 (AGPl n-3), especialmente o0s acidos graxos
eicosapentaentico (EPA) e docosahexaenodico (DHA), encontrados no
Oleo de peixe, podem ter inumeras aplicagdes no tratamento
antineoplasico. Além de inibir a progressdo de varios tipos de cancer
(1,2), incluindo o colorretal (3,4), de melhorar a sensibilidade das
células tumorais a varias drogas anticancer (5,6) e a terapia radioativa
(7), os AGPI n-3 foram associados também ao ganho de peso em
pacientes com caquexia relacionada ao cancer (8, 9) e a inUmeros efeitos
imunomodulatérios (10,11).

A oferta diaria de AGPI n-3, independetemente da via, resulta
em uma seletividade na incorporacdo destes Aacidos graxos em
constituintes lipidicos sanguineos e em membranas de células imunes,
tumorais e de tecidos, em detrimento aos AGPI n-6 ou a qualquer outro
acido graxo de menor numero de insaturagbes. Isso implica em
alteracdes de uma variedade de funcbes biol6gicas relacionadas a
membrana celular, tais como fluidez, expressdo de receptores,
transducdo de sinal, interacéo celular, atividade enzimatica associada a
membrana e em especial, a producéo de eicosandides (12).

A associacdo da “super expressdo” da via enzimatica da ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) em células tumorais do céncer de célon ao
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desequilibrio na ingestéo dietética da relacdo n-6:n-3, principalmente na
dieta ocidental, tém favorecido a manutencdo de um estado inflamatorio
cronico, sustentado pela producdo de prostaglandinas (PGs) de sufixo
par, especialmente a PGE,, com caracteristicas pro-inflamatdrias e pré-
tumorigénese (13). A correcdo do balango n-6:n3, feito por meio da
ingestdo de alimentos fontes de AGPI n-3 como peixes gordurosos ou
pela suplementagdo com é&cidos graxos isolados, direciona a produgédo
de eicosanoides pela COX-2 para uma série impar, como a PGE3, com
atividades antitumorigénica e menor potencial inflamatério (14, 15).
Além disso, os AGPI n-3 podem interferir na transducdo génica de
fatores de transcrigcdo, como o fator de transcricdo nuclear kB (NF-xB) e
0s receptores ativados por proliferadores de peroxissomas (PPAR),
inibindo a producéo de citocinas pré-inflamatérias (IL-1, IL-6, TNF-o) e
consequentemente, a resposta inflamatéria coordenada por estas,
caracterizada por valores elevados de PCR e redugéo das concentragdes
de albumina plasmatica (16).

Valores de citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-8 e
TNF-a), assim como da citocina contraregulatéria (IL-10) encontram-se
elevados no cancer colorretal (CCR) evidenciando a presenca de um
estado inflamatdrio ativo e permanente (17). Valores elevados de PCR,
sintetizada primariamente pelos hepatdcitos em resposta a inflamacéo,
associam-se com o estadio e a malignidade da doenca, e indicam piores
prognosticos (18).

Pelo processo inflamatdrio, que se mantém exacerbado no
cancer, aliado aos efeitos colaterais resultantes da toxicidade a
guimioterapia, uma série de desfechos clinicos, em especial os
relacionados ao estado nutricional, podem ser prejudicados. Desta
forma, estratégias que possam reduzir a inflamacdo e suas
consequéncias e/ou, que possam prevenir alteracdes negativas do estado
nutricional, como a utilizacdo de AGPI n-3, podem prover importantes
beneficios para o paciente durante o tratamento.

Assim, o0 objetivo deste estudo foi verificar se a suplementacédo
de 2 g/dia de Oleo de peixe durante nove semanas em pacientes
portadores de cancer colorretal em quimioterapia altera desfechos de
inflamac&o e do estado nutricional, o perfil de acidos graxos plasmaticos
e a tolerdncia a quimioterapia. Hipotetiza-se que a ingestdo do
suplemento fonte de AGPI n-3 promova modificagdes positivas nos
parametros analisados.
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Participantes do estudo e Métodos

Participantes do estudo

Participaram deste ensaio clinico randomizado, prospectivo e
controlado, individuos ambulatoriais portadores de cancer de colon e/ou
reto assistidos no Centro de Pesquisas Oncolégicas de Floriandpolis,
SC, Brasil no periodo de julho de 2011 a margo de 2012. Os critérios
para elegibilidade adotados foram: idade >19 anos; diagnostico
histopatologico de carcinoma colorretal e indicacdo de tratamento
quimioterapico. Nao foram incluidos aqueles em tratamento paliativo ou
em uso de estatina ou farmacos anti-inflamatdrios; com alergia a peixes
e derivados; sem condi¢des de ingestdo via oral; submetidos
anteriormente a quimioterapia; portadores de doencas autoimunes ou
Ccuja patogenia esteja relacionada a um processo inflamatorio; e, os que
fizeram uso de suplementos contendo 6leo de peixe ou AGPI n-3 por
um periodo prolongado (> 120 dias) seis meses antes ao inicio do
estudo.

A amostra de conveniéncia ndo-probabilistica foi definida pela
saturacdo temporal.

Desenho do estudo

Os individuos elegiveis foram alocados randomicamente em
dois grupos de tratamento: Grupo Suplementado (GS) e Grupo Controle
(GC).

Os participantes do GS foram orientados a ingerir quatro
capsulas/dia de 6leo de peixe (2 g/dia), adicional a ingestdo dietética
habitual, durante nove semanas. Foram orientados a proceder a ingestao
das capsulas de forma dose-fracionada, aproximadamente 20 a 30 min
antes de duas refei¢des principais e acompanhada de liquido, além de
fazer o registro de ingestdo dessas em formulario especifico
disponibilizado. A suplementacdo iniciou no primeiro dia da
guimioterapia.

A randomizac&o foi realizada com o auxilio de uma ferramenta
desenvolvida para o Microsoft Office Excel®, a qual utilizava a
linguagem de programacdo VB e designava o individuo para um dos
grupos de acordo com a multiplicacdo do nimero do prontuario do
paciente na Instituicdo por um nimero randémico entre 0 e 1 gerado
pelo Excel®, que era modificado para cada selecdo. Foi adotado para o
direcionamento, resultados impares como pertencentes ao GS, e pares,
para o GC. Para manter a proporcionalidade de participantes nos grupos
de estudo, o segundo individuo de cada par era designado para o0 grupo
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contrario ao primeiro, independente do direcionamento da ferramenta
utilizada para a randomizacao.

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com seres humanos da Instituicdo e esteve de acordo com a
Declaracdo de Helsinki (1964) (19). Todos os participantes concordaram
em participar do estudo, assinando um termo de consentimento livre e
esclarecido.

Este ensaio clinico foi registrado na Plataforma TrialGov com o
nimero NCT01575340.

Suplemento dietético

O suplemento de 6leo de peixe foi oferecido na forma de
capsulas gelatinosas na propor¢do de 500 mg/capsula (Omega 3,
Phytomare®, Governador Celso Ramos, SC, Brasil) extraido de salmébo,
cavalinha e sardinha, além de gelatina e glicerina. Cada capsula
continha 150 mg de &cidos graxos poli-insaturados n-3 (90 mg de EPA e
60 mg de DHA), 130 mg de gordura monoinsaturada e 160 mg de
gordura saturada.

Protocolo de coleta e preparo do material bioldgico

Amostras sanguineas (15 mL), em jejum de aproximadamente 8
horas, foram coletadas em dois momentos: no dia anterior a primeira
quimioterapia (Basal); e 9 semanas depois (9 Semanas). A puncédo
venosa foi realizada na regido cubital do antebrago por um profissional
capacitado. O material foi coletado em tubos a vacuo contendo
anticoagulante (heparina sddica) para a determinacdo de citocinas e do
perfil de &cidos graxos plasmaticos, e gel separador para a determinagdo
sérica de PCR e albumina.

Para a separacdo, a amostra contendo anticoagulante foi
centrifugada a 1800 rpm por 7 minutos a temperatura aproximada de 4°
C, e aliquotas de plasma (500 pL) armazenadas a -80°C. A amostra em
gel separador foi deixada a temperatura ambiente por cerca de 30 min
para a completa coagulacdo, depois, centrifugada a 4700-5100 rpm
durante 10 a 15 minutos para a extragdo do soro, o0 qual seguiu para a
dosagem de PCR e albumina.

Protocolo de avaliagdo dos marcadores de inflamacao

Ao final do estudo as aliquotas de plasma foram descongeladas
a temperatura ambiente, homogeneizadas e imediatamente submetidas a
determinacéo de citocinas (IL-1pB, TL-10, IL-17A e TNF-a) pelo teste
solid phase sandwich ELISA (BD OptEIA™, BD Biosciences, San
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Jose, CA,; ou eBioscience, San Diego, CA, EUA), conforme protocolos
descritos pelos fabricantes. Os limiares minimos de deteccdo dos kits
utilizados foram: 2 pg/mL para TNF-a ¢ IL-10; e 0,8 pg/mL para IL-1p.
Sensibilidade do teste de IL-17A era de 4 pg/mL. Concentragdes foram
expressas em pg/mL.

O nivel sérico de PCR foi quantificado pelo método
turbidimétrico (20) e o de albumina, pelo método colorimétrico de verde
de bromocresol (21). Concentracdes foram expressas em mg/L e em
g/dL, respectivamente.

Relacédo PCR/albumina

O indice da relacdo PCR/Albumina fornece uma previsdo do
progndstico nutricional e inflamatdrio do paciente. Foi calculado a partir
da relagdo dos valores séricos de PCR e albumina. As faixas de
classificacdo de risco adotadas foram: sem risco: < 0,4; baixo risco: 0,4-
1,2; médio risco: 1,2-2,0; alto risco: > 2,0 (22).

Extracéo e determinacao de 4cidos graxos plasmaticos

Acidos graxos plasméticos constituintes de fosfolipidios,
triacilglicerdis, ésteres de colesterol, e AG livres, foram extraidos
utilizando cloroférmio:metanol (2:1, vol:vol). Os extratos lipidicos
foram suspensos em metanol e o pH da solu¢do ajustado a > 12 com 5
mol/L NaOH. A solucdo aquosa foi acidificada com acido cloridrico
(pH <3) e submetida a uma nova extragdo lipidica por hexano, seguida
de evaporagdo por N, gasoso 37°C. Os 4acidos graxos foram
derivatizados com  4-bromometil-7-cumarina e acetonitrila e
posteriormente, separados num cromatdgrafo liquido Varian pro-Star
(SpectraLab Scientific Inc., Ontario, Canada) de alta eficiéncia usando
uma coluna octadecilssilica (25 cm x 4,6 mm i.d.; tamanho de particula
5 um). Derivados de acidos graxos foram detectados por fluorescéncia
(325 nm de excitacdo; 398 nm de emissdo) e os dados integrados e
analisados pela estacdo de trabalho LCPro-Star 6,0.

Avaliacdo do estado nutricional e ingestao alimentar

Dados antropométricos foram aferidos por profissional
padronizado nos momentos Basal e 9 Semanas. Peso e altura foram
aferidos com o auxilio de Balanca eletrdnica de plataforma com
estadiometro vertical acoplado, marca Toledo® (Empresa Toledo do
Brasil, Sd& Bernardo do Campo, SP, Brasil). Peso usual foi
autorrelatado pelo participante. Dobras cutaneas tricipital, bicipital,
subescapular e suprailiaca foram aferidas com compasso Lange Skinfold
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Caliper® (Beta Technology Incorporated, Santa Cruz, Califérnia, EUA).
Todas as medidas antropométricas foram aferidas seguindo técnicas
padrdo (23).

O indicador do estado nutricional indice de massa corpérea
(IMC) foi obtido pela relacdo do peso (kg) pelo quadrado da altura (m).
Os pontos de corte para classificacdo adotados foram propostos pela
World Wealth Organization (24). O percentual de perda de peso foi
calculado pela razdo entre a diferenca de peso nos ultimos seis meses ao
inicio do estudo e o peso basal do individuo (25). Percentual de gordura
corporal foi estimado a partir do somatdrio das quatro dobras cutaneas
aferidas (26).

Dados de ingestdo alimentar foram coletados por um mesmo
profissional através da aplicacdo de quatro recordatérios 24 horas
durante o periodo de estudo, com intervalo minimo de 15 dias entre um
e outro, iniciando com a aplicagdo de um recordatério 24 horas no
momento pré-quimioterapia (Basal). Os individuos foram encorajados a
relatar, com o maximo de detalhes (tipo, forma de preparo, ingredientes,
guantidades em medidas caseiras), todos os alimentos e bebidas
consumidos no dia anterior, em cada refei¢do. Ao final da entrevista, o
pesquisador procedeu a revisdo dos alimentos e das quantidades
relatadas e registradas com o entrevistado (27). A analise foi realizada
no programa DietWin Clinico 2008 (BRUBINS Comeércio de Alimentos
e Supercongelados Ltda., Porto Alegre, Brasil) utilizando a Tabela
Brasileira de Composi¢cdo Quimica de Alimentos (28) ou o banco de
dados préprio do software. Para a transformacdo de medidas caseiras
relatadas em gramas de alimentos foi utilizada tabela de equivaléncias
(29). Os quatro recordatérios forneceram uma Unica medida (média ou
mediana) de ingestdo/individuo.

Estilo de vida, dados clinicos e outros dados

Hébito tabagico, ressecco cirdrgica, frequéncia de consumo de
peixe e 0s sinais e sintomas clinicos relacionados a doenca e/ou a
toxicidade ao tratamento foram coletados em entrevista direta. Dados
referentes a data de nascimento, localizagcdo do tumor e estadiamento
clinico foram obtidos do prontuério do paciente.

Anélise estatistica

Para as andlises, a ingestdo de 6leo de peixe foi considerada a
varidvel de exposicdo. Concentragdes de IL-1p, IL-10, IL-17A, TNF-a,
PCR e albumina, relagdo PCR/albumina e perfil de &cidos graxos
plasméaticos foram os desfechos primarios avaliados. Desfechos
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secundarios incluiram peso corpéreo, IMC, percentual de gordura
corporal e sinais e sintomas clinicos relacionados a doenca e/ou a
toxicidade ao tratamento quimioterapico.

A simetria dos dados foi testada pela aplicacdo do teste de
Shapiro Wilk considerando como independentes os grupos de exposicao
e 0s momentos do estudo.

Os testes t de student ou Mann-Whitney foram utilizados para
testar as diferencas entre 0s grupos nos momentos do estudo. Test t
pareado ou de Wilcoxon para dados pareados, foram empregados para
testar as diferencas entre os diferentes momentos nos grupos de
tratamento. Teste Qui2 Exato de Fisher foi utilizado para testar
diferencas de varidveis dicotdmicas de caracterizacao.

Validade externa foi testada utilizando as variaveis idade, sexo,
estadiamento clinico e localizag&o tumoral.

Para a apresentacdo, todos os dados foram sumarizados em duas
medidas de dispersdo: média e desvio padrdo — x (DP), se distribui¢do
simétrica; ou, mediana e intervalo interquartil — X [IQR], se distribui¢do
assimétrica.

Todas as analises foram efetuadas no programa STATA 11.0,
versdo para Windows, licenciado para o Programa de P6s-Graduacao
em Nutricdo — UFSC, considerando valor de p < 0,05 para significancia
estatistica.

Resultados

Cinguenta e sete novos casos de CCR foram identificados no
CEPON entre o periodo de julho de 2011 a margo de 2012. Do total,
oito individuos ndo foram considerados elegiveis de acordo com os
critérios de inclusdo. Doze individuos potencialmente elegiveis nédo
foram identificados antes do inicio da quimioterapia. Sendo assim, trinta
e sete individuos foram convidados a fazer parte deste ensaio clinico. O
percentual de recusa foi de 62%. Dos quatorze individuos que aceitaram
participar do estudo, trés deles foram internados para a realizacdo da
primeira quimioterapia, e portanto ndo poderiam se dirigir ao laboratério
de andlises clinicas para a primeira coleta de sangue. Por fim, onze
individuos (22% da populacéo elegivel) foram randomizados para 0s
dois grupos de tratamento, conforme demonstrado na figura 8. Nenhum
individuo randomizado desistiu ou foi retirado do estudo.

As caracteristicas de idade, sexo, localizacéo e estadio do tumor
dos individuos elegiveis perdidos (n=38) ndo foram significativamente
diferentes do grupo avaliado (n=11) (Tabela 1).
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Caracteristicas dos Participantes do Estudo

As caracteristicas basais dos onze participantes randomizados
mostram que os grupos de estudo eram comparaveis. Nenhuma
diferenca estatistica foi observada entre os grupos para as variaveis de
caracterizacdo (Tabela 2).

Nove individuos (82%) foram submetidos a ressec¢do tumoral
nos Ultimos quatro meses precedentes a sua inclusdo no estudo; trés
(27%), apresentavam invasdo tumoral a outros 6rgdos ou estruturas
(T4); sete (64%) apresentavam metastase em 1 a 3 linfonodos regionais
(N1); e dois (18%), metastase a distancia (M1). Nenhum individuo foi
classificado como desnutrido, apesar de trés apresentarem perda de peso
maior que 10% apos a resseccao tumoral. Sete (64%) possuiam excesso
de peso, sendo trés obesos (IMC>30 kg/m?). Todos os pacientes
designados para o grupo suplementado (GS) cumpriram com no minimo
90% do protocolo de suplementag&o.

Os farmacos quimioterapicos utilizados de forma isolada ou
combinada para o tratamento desses pacientes foram: Xeloda (n=5),
oxaliplatina (n=6), 5-Fluorouracil (n=6) e Leucovorin (n=6). As sessfes
de quimioterapia por infusdo eram realizadas a cada 15 ou 21 dias. Ja a
guimioterapia domiciliar, caracterizada pela ingestdo do farmaco
quimioterapico sob a forma de drageas/comprimidos, era realizada
diariamente.

Marcadores inflamatorios e relagdo PCR/Albumina

Concentrac@es plasmaticas das citocinas TNF-a, IL-14, IL-10 e
IL-17A, assim como o0 balango pré/anti-inflamatério (razdo IL-1B e
TNF-o/IL-10), foram semelhantes nos momentos e nos grupos de
estudo, sem diferenca estatistica observada entre eles (Tabela 3).

Albumina sérica também néo apresentou diferenca significativa
nos momentos entre 0s grupos, apesar de seus valores apresentarem uma
reducdo no GC ao final do estudo (9 Semanas — Basal = -0,32 0,26 g/L,
P = 0,051). Em contraste, niveis séricos de PCR foram
significativamente reduzidos no GS (9 Semanas — Basal = -8,8 £13,5
mg/L, P = 0,028) a medida que se elevou no GC (9 Semanas — Basal =
27,4 £30,2 mg/L, P = 0,043), apresentando diferenca significativa entre
0s grupos no momento 9 Semanas (P = 0,045) (Tabela 3).

O indice da relagdo PCR/Albumina apresentada na figura 9
mostra comportamento inverso nos grupos de estudo. Enquanto que no
grupo sem suplementacdo (GC) os individuos passaram das categorias
de classificacdo de baixo e médio risco, para alto risco de complicacdes,
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no grupo que ingeriu Oleo de peixe durante nove semanas, todos os
individuos foram concentrados na categoria de baixo risco.

Perfil dos Acidos Graxos Plasmaticos

A andlise do perfil de &cidos graxos no momento basal
demonstrou maiores concentracdes plasmatica dos acidos graxos poli-
insaturados n-3 EPA e DHA, também de acido graxo poli-insaturado n-6
AA, e do &cido graxo saturado Palmitico no grupo suplementado quando
comparado ao controle. Entretanto nenhuma diferenca significativa foi
detectada (P >0,05). Com a suplementagdo diaria de 600 mg de AGPI n-
3, 0s niveis plasmaticos de EPA e DHA aumentaram em média 1,8 ¢ 1,4
vezes, respectivamente, apresentando diferenca estatisticamente
significativa (momento basal vs 9 semanas: P <0,05). AA n-6
plasmético também sofreu alteracfes com a suplementacdo de 6leo de
peixe, reduzindo significativamente (de 29,4 para 17,41%) sua
concentragcdo (momento basal vs 9 semanas: P = 0,028). Diferenga
significativa também foi observada entre 0s grupos de tratamento para
proporcao plasmética de EPA e DHA no momento 9 semanas (P <0,05).
Os acidos graxos monoinsaturado Oléico e saturado Palmitico
apresentaram comportamento inverso nos grupos de tratamento, sem
diferenca estatistica significativa (Figura 10).

A razdo de 4cidos graxos n-6:n-3 plasmatica passou de 8,1:1
para 8,7:1 no grupo controle (P >0,05) e de 10,2:1 para 4,6:1 no grupo
suplementado (P = 0,116). Ao comparamos a razdo n-6:n-3 entre 0s
grupos de tratamento observamos diferenca significativa apenas para o
momento 9 semanas (P = 0,010).

Estado nutricional e indicadores clinicos

Considerando 0os momentos e 0s grupos de estudo, ndo foram
observadas mudangas significativas no peso, percentual de gordura
corpérea e IMC (Tabela 4). Entretanto, ao realizar uma andlise
individual do comportamento desses indicadores observamos que 3
(60%) individuos no GC perderam peso durante o tratamento, enquanto
gue no GS, apenas 1 (17%) (Qui2 Exato de Fisher, P = 0,24). Na anélise
por grupo, os individuos do GC reduziram -0,5 kg (IQR -1,1;1,4 kg)
enquanto que os do GS aumentaram 1,2 kg (IQR 0,4; 1,3 kg), de
importancia clinica, mas sem diferenca estatistica.

Toxicidade a quimioterapia foi apresentada por nove individuos
(3 individuos do GC e 5 do GS). As principais queixas relatadas foram:
xerostomia (n= 3), disgeusia (n=4), nalsea (n=4), perda de apetite (n=3)
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e diarreia (n=4). Todavia, parece ndo haver influéncia da suplementagéo
de 6leo de peixe sobre estes desfechos (dados ndo apresentados).

Discusséo

O interesse pela modulacdo da resposta imune e inflamatdria no
cancer colorretal com a utilizagdo de &cidos graxos poli-insaturados n-3
tem crescido nos Ultimos anos com a publicacéo de vérios estudos (30-
35). No entanto, todos eles apresentam desenhos metodol6gicos
diferentes, o que dificulta a comparacédo entre eles e consequentemente,
uma conclusdo sobre as evidéncias apresentadas. As dosagens de AGPI
n-3 isolados ou combinados a outros nutrientes variaram de 0,6 g (34,
36) a 3,3 g/dia (30), e o tempo de suplementagdo, de cinco dias (31) a
seis meses (36). A maioria deles avaliou o suposto efeito
imunomodulador dos AGPI n-3 sobre procedimentos de intervencao
cirtrgica (30, 31, 33, 35, 36), enquanto que em quimioterapia, apenas
dois estudos foram encontrados (32, 34).

Efeito modulador de AGPI n-3 evidenciado por alteragfes na
producdo de citocinas foi observado em quatro estudos controlados (30,
31, 35, 36). Nestes a producdo de citocinas (IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6,
TNF-o e IFN-y) foi estatisticamente menor no grupo que recebeu
suplementacdo com AGPI n-3 quando comparado aos seus respectivos
grupos controles. No entanto, no Unico estudo com caracteristicas
metodoldgicas semelhantes ao nosso (34), ndo foram detectadas
diferencas significativas entre os grupos de estudo para os niveis de IL-
1B, TIL-6 e TNF-o. Neste estudo, 23 individuos com CCR em
quimioterapia foram randomizados para dois grupos, em que 10
individuos receberam 2 g/dia de dleo de peixe encapsulado durante nove
semanas.

Todos os achados de nosso estudo sdo condizentes com 0s
encontrados por Silva et al. (2012) (34). N&o detectamos diferencas para
IL-1B e TNF-a entre os grupos com ou sem suplementagao de 2 g/dia de
6leo de peixe durante nove semanas. Da mesma forma, Read et al.
(2007) (32) ndo encontraram diferencas significativas nos niveis das
citocinas IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 apés a
suplementacéo de 480 mL/dia de uma emulsdo liquida contendo 2,18 g
de EPA e 0,92 g de DHA em individuos com CCR avancado em
guimioterapia. Em contrapartida, constatamos importante diferenca no
comportamento de PCR sérica, sendo observada redugdo da
concentracdo dessa proteina de fase aguda no grupo suplementado e
aumento no grupo controle. Da mesma forma, observamos uma
alteracdo significativa na relacdo PCR/Albumina, de relevéancia clinica,
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indicando um aumento no risco de complicagBes nutricionais ou
inflamatorias durante o tratamento no grupo sem suplementacéo, e uma
reducdo expressiva deste risco naqueles que receberam 600 mg/dia de
AGPI n-3.

Niveis elevados de PCR tém sido associados com o CCR (37-
39). Seu padrdo de producdo hepéatica se altera de acordo com a
presenca de processo inflamatdrio ativo, apesar de ndo ser marcador
especifico de inflamacdo. Valores aumentados de PCR sérica
representam um indicador independente de pior progndstico clinico e
baixa sobrevida neste tipo de paciente (18, 40).

O papel de IL-17A na inflamacdo relacionada ao cancer ainda
ndo é bem esclarecido. Estudos recentes com modelo animal (41, 42)
tém mostrado que a IL-17A pode promover o desenvolvimento de
cancer intestinal, exercendo potencial atividade pré-inflamatoria (43).
Entretanto, ndo foram encontrados estudos que avaliassem o
comportamento dessa citocina no CCR, 0 que torna este, 0 primeiro
estudo a fornecer dados do perfil de IL-17A no CCR. Logo, ndo foi
possivel a sua comparacao.

O excesso de peso no inicio do tratamento quimioterapico
aponta para uma realidade observada em outros estudos recentes com
pacientes portadores de cancer (32, 34, 44). Considerando a possivel
toxicidade quimioterapica, representada na maioria das vezes pela
anorexia, nausea, vomito e diarreia, e pelas implicacfes metabdlicas da
inflamacéo ativa exacerbada, um excesso de peso num momento inicial,
poderia ser tido como um fator protetor contra a sindrome da caquexia
no cancer. No estudo de Sanches et al. (2012) (44) 63% dos 191
pacientes submetidos a quimioterapia apresentaram perda de peso
durante o tratamento. Em nosso estudo, este percentual foi de apenas
36%. Constatamos também um ganho mediano de 1,2 kg no grupo que
recebeu suplementacéo diaria de dleo de peixe e uma reducdo mediana
de -0,5 kg no grupo sem suplementacgdo, apesar de ndo haver diferenca
estatistica significativa. Estes achados clinicos vdo ao encontro do
estudo de Read et al. (2007) (32) e de Silva et al. (2012) (34),
evidenciando um possivel efeito protetor do 6leo de peixe durante a
quimioterapia contra a perda de peso induzida.

Os dados da cromatografia liquida de alta performance
demonstraram que 2 g/dia de 6leo de peixe (360 mg/dia de EPA e 240
mg/dia de DHA) durante nove semanas foi suficiente para alterar a
composicdo de acidos graxos dos constituintes lipidicos do plasma. O
aumento em 1,8 vezes da proporcao de EPA, de 1,4 vezes a de DHA, e a
redugdo de 0,6 vezes de AA, evidenciam a preferéncia na incorporagéo
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pelos &cidos graxos de maior nimero de insaturacdes, fato este também
observado em outros estudos (10, 32), e que talvez seja ponto chave
para as a¢Oes dos AGPI n-3 sobre a inflamagdo e o sistema imunitéario.

Para mensurar o impacto que a suplementacdo de 600 mg/dia de
AGPI n-3 representou no perfil dietético desses individuos basta
considerar uma reducdo de 50% na razdo n-6:n-3 da ingestao dietética,
repercutindo em igual forma, na composicdo de acidos graxos dos
elementos gordurosos do plasma.

Individuos recebendo quimioterapia muitas vezes apresentam
efeitos colaterais relacionados a toxicidade do farmaco quimioterapico.
Os sinais e sintomas mais comuns associados a eles séo diarreia, nalsea,
vOmito, reducdo do apetite, aumento da sensibilidade ao tato,
xerostomia, disgeusia, dentre outros, que impactam diretamente na
ingestdo alimentar, interferindo negativamente no prognéstico do
paciente. Estratégias que associam 0 uso de medicamentos com
aconselhamento nutricional adequado para o controle de tais sintomas
tém resultado em melhores desfechos clinicos (45) e por isso, devem ser
implementados precocemente durante o tratamento para a prevencao
destes sintomas indesejaveis.

Como pontos fortes de nosso estudo citamos: a comparabilidade
dos grupos de estudo; a validade externa, o que valida a extrapolacéo
dos dados aqui encontrados para a populagdo pacientes portadores de
CCR elegiveis atendidos no CEPON no periodo de julho de 2011 a
marco de 2012; o uso de uma férmula veiculo de &cidos graxos poli-
insaturados n-3 potencialmente eficaz, de facil acesso e de baixo custo;
e a originalidade da proposta ao avaliar o comportamento da
interleucina-17A.

Considerando as caracteristicas da férmula de 6leo de peixe
ofertada foi considerado invidvel o cegamento da amostra de estudo,
haja vista que uma férmula placebo encapsulada por ingestdo via oral
com as mesmas caracteristicas sensoriais do 6leo de peixe é até entdo
desconhecida. Férmulas placebo contendo Oleo vegetal de soja em
substituicdo ao 6leo de peixe ja foram utilizados em estudos duplo-cego
(36, 38). Entretanto, nesses estudos as formulas eram oferecidas na
forma de emulsdo liquida administradas via parenteral. Outro ponto
importante recai sobre a composicdo de acidos graxos do placebo.
Acredita-se que férmulas-placebo que tém o teor de AGPI n-3 total ou
parcialmente substituidos por AGPI n-6, ndo sejam adequadas em
estudos com objetivo de avaliar desfechos de inflamacdo, e portanto,
ndo devam ser considerados placebo. Isto por que AGPI n-6,
especialmente AA, pode direcionar para um estado mais inflamatdrio,
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pela producédo de eicosandides pro-inflamatérios. Desta forma, por essas
razdes, o desenvolvimento de uma férmula-placebo adequada para o
6leo de peixe representa um desafio, que deve ser encorajado e
implementado em pesquisa futuras.

Em conclusdo, a suplementacdo de 600 mg de EPA + DHA
oriundos da ingestdo diaria de 2 g/dia de 6leo de peixe durante nove
semanas por individuos portadores de CCR em quimioterapia nao foi
capaz de promover alteracdo na producdo de citocinas pré e/ou anti-
inflamatdrias, e consequentemente, ndo alterou o balanco inflamatério
guando avaliado por estes marcadores. Entretanto, houve significativa
alteracdo da composicdo de acidos graxos plasmaticos, fato que pode
estar relacionado a reducdo significativa na produgdo de PCR no grupo
suplementado, apontando para um importante descréscimo no risco de
complicagbes inflamatorias e nutricionais durante o tratamento, e
prevenindo a perda de peso associada a evolucdo da doenca e a
quimioterapia. Por estes Ultimos motivos, este protocolo de
suplementacdo representa um potencial adjuvante no tratamento do
cancer colorretal.
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Figura 8 — Fluxograma do recrutamento dos pacientes no estudo.
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Tabela 1: Caracteristicas dos individuos portadores de cancer colorretal
elegiveis para o estudo atendidos no Centro de Pesquisa Oncoldgicas de
Floriandpolis no periodo entre julho de 2011 a margo de 2012,

Grupos
Caracteristicas Grupo perdido Grupo avaliado ~ Valor p
(n=38) (n=11)
Idade (anos) 58,5 (+ 10,2) 54,5 (+9,8) 0,25°
Sexo (n)
Masculino 20 6 0,74
Feminino 18 5
Localizacdo do
tumor (n)
Coélon 24 6 0,73°
Reto 14 5
Classificacao
TNM (n)
Il 7 0 0,17°
1l 19 9
v 10 2
® Teste t

® Teste de Qui2
Valores de média (+ DP) ou mediana [IQR].
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Tabela 2 — Caracteristicas basais dos participantes avaliados (n=11) de
acordo com os grupos de estudo para que foram randomizados

Grupos de estudo

Caracteristicas Grupo Controle Grupo V?)LOI'
(n=5) Suplementado (n=6)
Idade (anos) 53,6 (+12,9) 55,2 (£ 7,7) 0,80
Sexo Masculino (n) 3 3 1,00
Fumo (n) 1,00
Ex-fumante 2 3
Nunca fumante 3 3
Localizagdo do tumor (n) 0,58°
Célon 2 4
Reto 3 2
Classificagdo TNM (n) 1,00°
11 4 5
v 1 1
F}e;secgao tumoral nos 4 5 1,00°
Gltimos 4 meses (n)
Consumo de peixe (n) 057"
> 1x/semana 2 4
< 1 x/semana 3 2
Perda de peso nos Gltimos 1 0- . c
6 meses (%) 1,8[-1,0; 10,5] 7,6 [14;9,2] 0,72
Ingestdo alimentar
Energia (kcal) 2706 (+764) 2312 (+663) 0,60
Carboidrato (g) 296,61 (+103,71) 328,18 (+107,27) 0,63
Proteina (g) 84,08 [79,93; 101,1] 86,75 [64,81; 95,96]  0,86°
Gordura total (g)" 47,18 [44,16; 75,34] 56,04 [49,91; 66,35]  0,36°
Saturada (g) 15,00 [14,41; 25,68] 18,06 [16,03; 26,84]  0,27°
Monoinsaturada (g) 14,99 [9,76; 18,37] 17,14 [13,79;19,46]  0,36°
Poli-insaturada (g) 9,26 [7,91; 12,36] 9,55 [7,33; 10,91] 1,00°
n-3 (9) 0,63 [0,57; 0,72] 0,52 [0,41; 1,80] 0,86°
n-6 (g 5,92 [5,49; 7,61] 5,09 [4,53; 7,89] 0,58°
Razéo n6:n3 (x:1) 9,72 (+1,70) 9,46 (+4,17) 0,90

# Dados referentes ao Test t, a menos que especificado.

b Teste Qui2 Exato de Fisher.
¢ Test de Mann-Whitney

Valores de média (= DP) ou mediana [IQR].
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Tabela 3 — Valores dos marcadores de inflamacdo e do balango
inflamato6rio nos momentos Basal e 9 Semanas de acordo com 0s grupos
de estudo - GS vs GC (n=11)

Grupos de tratamento

Marcadores Grupo Suplementado Valor
inflamatérios Grupo Controle (n=5) (n:g) P p?
TNF-a (pg/ml)
Basal 2,479 (+0,002) 2,486 (+0,009) 0,213
9 Semanas 2,481 (+0,009) 2,476 (+0,005) 0,406
Valor p 0,853¢ 0,120°
IL-1B (pg/ml)
Basal 1,564 (+0,002) 1,570 (+0,013) 0,279
9 Semanas 1,567 (+0,006) 1,568 (+0,009) 0,925
Valor p 0,309° 0,688°
I1L-10 (pg/ml)
Basal 2,321 (+0,083) 2,288 (+0,081) 0,543
9 Semanas 2,301 (+0,065) 2,351 (+0,060) 0,249
Valor p 0,310° 0,127°
IL-17A (pg/ml)
Basal 2,344 (£0,004) 2,349 (+0,007) 0,276
9 Semanas 2,348 (+0,006) 2,348 (+0,006) 0,821
Valor p 0,442° 0,858°
Razéo IL-1p/IL-10
Basal 0,67 (+0,02) 0,69 (+0,02) 0,412
9 Semanas 0,68 (+0,02) 0,67 (+0,02) 0,252
Valor p 0,204° 0,089°
Razdo TNF-o/IL-10
Basal 1,07 (+0,04) 1,08 (+0,04) 0,567
9 Semanas 1,08 (£0,03) 1,06 (£0,03) 0,324
Valor p 0,300° 0,186°
PCR (mg/L)
Basal 4,85[1,01; 6,33] 3,39 [1,49; 18,24] 0,715
9 Semanas 18,14 [12,16; 35,51] 1,46 [1,20; 2,71] 0,045°
Valor p 0,043¢ 0,028¢
Albumina (g/L)
Basal 4,34 (+0,29) 4,23 (+0,25) 0,527
9 Semanas 4,02 (+0,24) 4,27 (+0,24) 0,125
Valor p 0,051° 0,771°

 Test t ndo pareado ao menos que especificado

b Test de Mann-Whitney

“Test t pareado

4 Test de Wilcoxon para dados pareados
Valores de média (+ DP) ou mediana [IQR].
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Figura 9 — indice da relacdo PCR/Albumina nos momentos Basal e 9
Semanas de acordo com 0s grupos de estudo — GS (h=6) vs GC (n=5).
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* Teste de Wilcoxon para dados pareados; ** Teste de Mann-Whitney.
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Figura 10 — Média das proporcGes dos diferentes &cidos graxos
presentes no plasma dos individuos randomizados (n=11).
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AbreviacBes: GC, Grupo Controle; GS, Grupo Suplementado; EPA, Acido
Eicosapentaendico; DHA, Acido Docosahexaendico; AA, Acido Araquiddnico.
Total n3: somatério % de EPA, DHA e Acido a-linolénico. Total n6: somatério das
% de AA e AG Linoléico. Testes aplicados: EPA, AA, AG Palmitico e Oléico: Test
t pareado e Teste t ndo pareado. DHA e razdo n6:n3: Test de Wilcoxon para dados
pareados e Test de Mann-Whitney. Diferencas foram testadas entre momentos de
um mesmo grupo e de grupos diferentes para todas as varidveis. p>0,05, ndo
apresentados.
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Tabela 4 — Comportamento dos indicadores do estado nutricional nos
momentos Basal e 9 Semanas de acordo com os grupos de estudo - GS

vs GC (n=11)
Grupos de tratamento
Indicadores Grupo Controle Grupo Valor p
(n=5) Suplementado (n=6)
Peso (kg)
Basal 68,1 (+12,1) 72,3 (+12,3) 0,58
9 Semanas 68,0 (+12,1) 72,7 (+10,0) 0,50
Valor p 0,97¢ 0,77¢
IMC (kg/m?)
Basal 26,4 (£3,7) 28,6 (16,3) 0,54%
9 Semanas 26,5 (£3,4) 28,7 (£5,2) 0,442
Valor p 0,93¢ 0,86°
Gordura corporal (%)
Basal 270[16,7,341]  328[16,8;395] 0,41°
9 Semanas 25,9 [15,7; 38,3] 34,8 [16,4; 38,8] 0,46°
Valor p 0,69¢ 0,35¢
Massa magra (kg)
Basal 50,4 (+12,5) 50,5 (+9,4) 0,992
9 Semanas 50,2 (+13,8) 50,5 (+9,0) 0,96°
Valor p 0,79° 0,99°
Diferenca de peso (kg) -0,5[-1,1; 1,4] 1,2[0,4;1,3] 0,72°
Diferenca de massa magra 04[-15: 0.4] 0.2 [0.7; 1,3] 0,58"

(kg)

# Test t ndo pareado

b Test de Mann-Whitney

Test t pareado

9 Test de Wilcoxon para dados pareados
Valores de média (= DP) ou mediana [IQR].
Diferenca de peso: 9 Semanas — Basal (kg)
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

a)

b)

d)

€)
f)

Na&o verificamos alteracdes significativas nos niveis plasmaticos
das citocinas avaliadas (IL-1pB, IL-10, IL-17A e TNF-a) entre os
grupos nos momentos do estudo.

A proteina de fase aguda, PCR, se mostrou sensivel a
suplementacdo, reduzindo significativamente sua concentracao
plasmatica no grupo suplementado, enquanto que se elevou no
sem suplementagdo, evidenciando possivel alteracdo na
resposta hepatica relacionada a inflamacdo durante o tratamento
e 0 curso da doenca, resultante do 6leo de peixe.

2 g/dia de Oleo de peixe exerceu um efeito protetor contra a
perda de peso induzida pelo tratamento quimioterapico e pelas
implicagbes metabdlicas de uma resposta inflamatoria
exacerbada, de importancia clinica, haja vista que influencia o
estado geral de salde do paciente, interferindo diretamente no
seguimento e na resposta a terapéutica. Da mesma forma, a
intervencdo impediu aumento no risco de complicagdes
nutricionais e inflamatdrias avaliadas pela relacdo
PCR/albumina, podendo predizer uma melhor evolucéo clinica.
O protocolo de suplementagéo realizado nesse estudo mostrou
eficacia em alterar a composicdo de constituintes lipidicos do
plasma, mas talvez, ndo seja capaz de alterar a composicdo da
membrana de células imunes, tumorais e do estroma, as quais
sdo as responsaveis diretamente pela manutencdo do processo
inflamatorio existente no cancer. Desta forma, sugere-se a
execucdo de estudos com 0 mesmo protocolo de suplementacdo
que avaliem ndo somente o grau de incorporacdo de AGPI n-3
em constituintes lipidicos do plasma, mas também, em
fosfolipidios de membrana de células tumorais, do estroma e
imunitérias.

Nenhum paciente desistiu do estudo, tdo pouco atribuiu a
intervencdo algum relato de efeito colateral.

O risco de viés nesse tipo de estudo, em que 0 paciente é o
Unico responsavel pela execucédo do protocolo de intervencdo, é
alto. No entanto, os resultados referentes ao perfil de &cidos
graxos no plasma nos garante que os individuos randomizados
para 0 grupo suplementado realmente cumpriram com o
protocolo de suplementagdo orientado. Isso também foi
controlado pelo registro diario do consumo e da contagem das
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9)

h)

capsulas ao final do periodo, onde foi constatado que nenhum
paciente ingeriu menos que 90% do total de capsulas previstas
para serem ingeridas no periodo de nove semanas.

Os individuos participantes deste estudo possuiam um
diagnostico de cancer recente e a partir de entdo, passaram a
conviver com as incertezas do prognéstico, muitas vezes
abalados emocionalmente, passaram a colocar em pratica todas
as recomendac0es cientificas possiveis, e em algumas situacdes,
do senso comum, com o intuito de perseguir uma cura para a
doenca. Alguns passaram a ter um maior grau de cuidados com
a sua salde, aderindo as orientacbes que lhe pareciam
pertinentes. Todavia, a falta de conhecimentos sobre 0 nosso
objeto de estudo e o receio limitou a participagdo de muitos
neste ensaio clinico.

O tamanho da amostra pode ter interferido nos resultados.
Apesar disso, a amostra estudada, apresentou boa validade
externa.

Por fim, a suplementacdo de 2 g/dia de Oleo de peixe em
pacientes portadores de céncer colorretal em quimioterapia
durante nove semanas melhorou o perfil de &cidos graxos
plasmaticos, implicando em uma reducdo dos valores séricos de
PCR, acompanhado pela melhora na relacdo PCR/albumina, e
exercendo potencial atividade de prevencdo contra a perda de
peso, e por isso, deve ser encorajado pelos profissionais.
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APENDICE A — Formulérios para registro dos dados

I — IDENTIFICACAO
N° prontuério CEPON: N°identificacdo na pesquisa:
Suplementacdo: Sim __ Ndo___

Nome:

Sexo: | Data de nascimento:

Telefones:

E-mail:

Procedéncia/Endereco

Diagnéstico/Localizagéo:
Estadiamento:
Comorbidades:

Farmaco QT:
Farmacos utilizados:

Tabagista: Sim__ Ndo___ Ne° cigarros/dia:

I1 - AVALIACAO SUBJETIVA:
De 0 a 10 como se sente em relacdo a:

() Disfagia/Odinofagia | ( ) Perda apetite/anorexia | ( ) Edema

() Boca seca () Aumento apetite () Distensdo abdom.
(_ ) Dific. mastigacdo () Néuseas () Dor abdominal
(' ) Mucosite () Vomito () Diarréia

() Pirose (queimacéo) | () Alteracdo paladar () Constipagéo

Capacidade funcional fisica (+ de duas semanas):

( ) Normal | () Abaixodonormal | () Acamado

111 - AVALIACAO ANTROPOMETRICA:

Altura: | P. Atual: | IMC:
Classificagdo IMC:

P. Usual: | %PP: | Tempo PP:
Classificagio Perda de Peso:

CB: CB%: Classificacdo CB%:

DCT: DCT%: Classificagdo DCT%:

DCB: | DCSE: | DCSI:
YDC: | % Gordura:

Classificagéo % gordura:
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IV — NECESSIDADES NUTRICIONAIS

N° pront. CEPON:
N° de id na pesquisa:

GET: kcal/dia PTN: g/dia
V — ANAMNESE ALIMENTAR:

Recordatério de 24 Horas (1). Data:

Horario ALIMENTOS

MEDIDA CASEIRA

Tem habito de comer peixe:

Quantas vezes na semana:




VI - AVALIACAO BIOQUIMICA

121

N° pront. CEPON:
N° de id na pesquisa:

Marcador

Valor

Dentro/acima/abaixo da referéncia

IL-1

IL-10

1-17

TNF-a

PCR

Albumina

Complemento: preencher apés a conclusdo dos quatro instrumentos

—> Ingestdo alimentar:

Média de kcal total de macronutrientes:

Média de consumo de dmega-3 (g e % kcal da dieta):
Média de consumo de dmega-6 (g e % kcal da dieta):
Relacéo n-6/n-3 (g):
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Recordatério de 24 Horas (2,3 € 4).

Data:

N° pront. CEPON:
N° de id na pesquisa:

Horario

ALIMENTOS

MEDIDA CASEIRA
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| - IDENTIFICACAO: [9 Semanas]
N° prontuério CEPON: N°identificacdo na pesquisa:
Suplementacdo: Sim __ Ndo___

Diagnéstico/Localizacéo:
Estadiamento:
Comorbidades:

Farmaco QT:
Farmacos utilizados:

Tabagista: Sim__ Ndo___ N° cigarros/dia:

Il - AVALIACAO SUBJETIVA:
De 0 a 10 como se sente em relacéo a:

() Disfagia/Odinofagia | ( ) Perda apetite/anorexia | ( ) Edema

() Boca seca (' ) Aumento apetite () Distensdo abdom.
() Dific. mastigacdo () Nauseas () Dor abdominal

() Mucosite () Vomito () Diarréia

() Pirose (queimacdo) | ( ) Alteracdo paladar () Constipacgdo

Capacidade funcional fisica (+ de duas semanas):

( ) Normal | () Abaixo do normal | (_) Acamado

111 - AVALIAGAO ANTROPOMETRICA:

Altura: | P. Atual: | IMC:
Classificacdo IMC:

P. Usual: | %PP: | Tempo PP:
Classificacdo Perda de Peso:

CB: CB%: Classificacdo CB%:

DCT: DCT%: Classificagdo DCT%:

DCB: | DCSE: | DCSI:
>'DC: | % Gordura:

Classificagédo % gordura:

VI - AVALIACAO BIOQUIMICA

Marcador Valor Dentro/acima/abaixo da referéncia

IL-1

IL-10

1-17

TNF-a

PCR

Albumina
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APENDICE B: Formulario para registro de ingestdo das capsulas
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APENDICE C — Guia de solicitagio de exames para pesquisa clinica

Identificacdo do Cliente:

Nome:
Convénio:
FAPESC —n° 20.179/2010-0
1702 — FUNPESQUISA
Exames Solicitados: Material: SANGUE

06086 — Proteina C Reativa
01124 — Proteinas Totais € Fracfes
14983 — Coleta de Material Solicitado

Orientacdes ao Cliente :
e Necessario jejum de 8 horas para a coleta dos exames

e Atendimento realizado somente na Unidade Matriz do Lab.
Santa Luzia, sito na Rua Dom Joaquim, 660 (préximo a praca
do Corpo de Bombeiros — Centro).

e Comparecer para o atendimento munido da requisi¢do
devidamente preenchida e carteira de identidade — Informar
0s medicamentos em uso.

Solicitante:

Carimbo e Assinatura Data
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APENDICE D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), através do
professor em carater de dedicacdo exclusiva Erasmo Benicio Santos de
Moraes Trindade e colaboradores estdo desenvolvendo, com a parceria
entre a Universidade Federal de Santa Catarina e o Centro de Pesquisas
Oncoldgicas uma pesquisa intitulada: Relagao entre a Suplementagéo
de 6leo de peixe com o Estado Nutricional e a Resposta Inflamatoria
em Pacientes com Cancer colorretal.

A pesquisa acontecera no Centro de Pesquisas Oncoldgicas
(CEPON) localizado na Rodovia Admar Gonzaga SC 404 Km, situado
no bairro Itacorubi no municipio de Floriandpolis, estado de Santa
Catarina.

Serdo convidados a participar individuos com neoplasia
colorretal em tratamento quimioterdpico no CEPON. Participardo
individuos de ambos os sexos com idade no intervalo de dezoito a
sessenta anos que ndo facam uso de nutri¢do enteral e ndo se encontrem
em tratamento paliativo.

O objetivo do presente estudo é: Avaliar o efeito da
suplementacdo de dleo de peixe na resposta inflamatoria e no estado
nutricional de pacientes com céncer colorretal. Para avaliagdo dos
sujeitos portadores de neoplasia colorretal serd necessario afericdo de:
peso, estatura, circunferéncia da cintura e dobras cutaneas; além de
coleta de amostra de sangue para avaliacdo bioquimica laboratorial e de
informacBes sobre seu consumo alimentar. Metade dos pacientes seré
orientado a ingerir suplemento nutricional de 6leo de peixe, na
guantidade de 2,0 gramas por dia, sendo 450mg de &cidos graxos
poliinsaturados da familia omega-3 [360mg de acido eicosapentaendico
(EPA) e 240mg de acido docosahexaentdico (DHA)] durante nove
semanas. Todas as avaliagdes serdo realizadas no momento do aceite
em participar da pesquisa e apés nove semanas.

Os individuos que por livre arbitrio recusarem a suplementacéo
de Oleo de peixe e/ou da avaliacdo dos indicadores inflamatérios,
solicito a utilizagdo dos dados contidos nos prontudrios. Reafirmo o
compromisso ético da inviolabilidade destas informagdes.

O estudo ndo prevé risco, uma vez que os procedimentos de
avaliagdo nutricional ndo sdo invasivos, a suplementacdo de &cidos
graxos Omega-3 de cadeia longa na quantidade de 1,89 ndo apresenta
risco e o exame laboratorial faz parte da rotina do processo de avaliacdo
da terapéutica.

O estudo ndo prevé custos aos sujeitos. Uma vez que 0s
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procedimentos serdo realizados na proépria instituicdo onde realizam
tratamento da enfermidade e as capsulas (para quem fizer uso) serdo
fornecidas pelo pesquisador.

Os individuos serdo avaliados apenas por profissionais
(médicos, nutricionistas, enfermeiros) devidamente treinados e
vinculados as instituicGes parceiras. Havera contatos telefénicos com os
pacientes uma vez por semana, a fim de acompanhar as variaveis do
periodo.

Este estudo justifica-se, pois se acredita que estratégias
terapéuticas para atenuar a resposta inflamatéria aguda exacerbada
sejam elas medicamentosas ou nutricionais, devem ser exploradas na
tentativa de melhorar da salde e qualidade de vida de pacientes com
cancer. Assim, baseado na indicagdo de efeito positivo da
suplementacéo de 6leo de peixe em pacientes com céncer colorretal, e
na auséncia desta pratica nos servicos de nutricdo local, propde-se este
estudo de natureza longitudinal.

Se vocé estiver de acordo em participar do estudo, garantimos
que as informagdes fornecidas serdo confidenciais e s6 serdo utilizadas
neste trabalho com a finalidade de gerar conhecimento em salde.

Se vocé tiver alguma divida em relagdo ao estudo ou nao quiser
mais fazer parte do mesmo, pode entrar em contato com o pesquisador
responsavel: Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade pelo telefone:
(48) 96156587 ou (48) 96028107 ou e-mail:
erasmotrindade@ccs.ufsc.br.

B e ,
portador do RG: . Fone para
CONEALO . i fui esclarecido sobre a pesquisa:
Relacdo entre a Suplementacdo de 6leo de peixe com o Estado
Nutricional e a Resposta Inflamatéria em Pacientes com Céancer
colorretal e concordo que estes dados sejam utilizados na realizacdo da
mesma.

(sujeito da pesquisa)

Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade
(pesquisador principal)

FlorianOpolis..........cocoovieiinneieece
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