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Resumo

Os &cidos graxos insaturados possuem efeitos na prevengdo do cancer,
devido a sua capacidade de modular uma série de respostas genéticas e
imunes. Este ensaio clinico randomizado, prospectivo e controlado foi
conduzido com o objetivo de verificar se a suplementacdo de 2g/dia de
6leo de peixe altera o perfil de marcadores inflamatérios sanguineos de
individuos portadores de céncer géstrico e colorretal em tratamento
quimioterapico. Trinta e sete individuos foram randomizados em dois
grupos: (a) grupo controle (GC) (n = 18) ingerindo diariamente 2
capsulas de azeite de oliva, ou (b) grupo 6mega-3 (GO) (n = 19)
suplementado diariamente com 2 cépsulas de 6leo de peixe (fornecendo
1,5 g/dia de EPA + DHA) durante cinco semanas. Os desfechos (IL-1p,
IL-6, IL-8, TNF-a, PGE2, IL-10, PCR e Albumina) foram avaliados no
momento basal (primeiro dia da quimioterapia) e apds cinco semanas.
Houve alteracdo significativa entre os grupos de estudo na quinta
semana de suplementacdo com reducédo da IL-6 (p 0,033) no GO quando
comparado ao GC no estadiamento IV do tumor. O GO apresentou
ainda reducdo média dos demais marcadores pro-inflamatorios e
elevacdo da citocina anti-inflamatéria (IL-10) no estadiamento 1V,
enquanto no estadiamento Il o GC apresentou reducdo da IL-6 (p
0,021) e PCR (p 0,027). Na andlise global observou-se reducéo da IL-8
(p 0,038) e IL-12 (p 0,027) no GC comparado ao GO. A Relagdo
PCR/albumina indicou redu¢do no nimero de pacientes com risco de
complicagbes nutricionais e inflamatérias em ambos 0s grupos
(reclassificacdo de alto para baixo e sem risco), porém sem reducéo
significativa das médias (p>0,05). Estes resultados demonstram que 2
g/dia de 6leo de peixe durante cinco semanas de quimioterapia auxiliam
na modulacdo inflamatéria no estagio mais agravado do cancer
gastrointestinal.

Palavras-chave: Oleo de peixe, Acidos graxos poli-insaturados n-3,
Cancer gastrico, Cancer colorretal, inflamacéo.






Abstract

The unsaturated fatty acids have cancer prevention effects because of
their ability to modulate a range of genetic and immune responses. This
randomized, prospective and controlled clinical trial was conducted with
the objective of verifying that supplementation of 2g/day of fish oil
changes the profile of blood inflammatory markers of individuals with
gastric and colorectal cancer under chemotherapeutic treatment. Thirty-
seven subjects were randomized into two groups: (a) control group (CG)
(n = 18) daily intake of 2 capsules of olive oil, or (b) omega-3 (GO)
group (n = 19) supplemented daily with 2 capsules of fish oil (providing
1.5 g/day of EPA + DHA) for five weeks. The endpoints (IL-1p, IL-6,
IL-8, TNF-a, PGE2, IL-10, PCR and Albumin) were evaluated at
baseline (first day of chemotherapy) and after five weeks. There was a
significant change between study groups in the fifth week of
supplementation with reduction of 1L-6 (p 0.033) in GO when compared
to GC in tumor stage IV. The GO also presented a mean reduction of the
other pro-inflammatory markers and elevation of the anti-inflammatory
cytokine (IL-10) in stage 1V, whereas in stage 111 the GC had a reduction
of IL-6 (p0.01) . The overall analysis showed a reduction of IL-8 (p
0.038) and IL-12 (p027) in the CG compared to GO. The PCR / albumin
ratio indicated a reduction in the number of patients at risk of nutritional
and inflammatory complications in both groups (high to low and no risk
reclassification), but without significant reduction of means (p> 0.05).
These results demonstrate that 2 g / day of fish oil during five weeks of
chemotherapy aid in inflammatory modulation at the most aggravated
stage of gastrointestinal cancer.

Key words: Fish oil, Polyunsaturated fatty acids n-3, Gastric cancer,
Colorectal cancer, inflammation.
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1.INTRODUCAO

A inflamacdo no cancer gastrico e colorretal apresentam-se
COmMO um processo mais propenso a contribuir com o desenvolvimento
do tumor do que montar uma resposta antitumoral eficaz (BALKWILL;
MANTOVANI, 2001), colaborando com o crescimento, progressao e
metastase das células tumorais (NAVEENA, ALTAF;
CHINTHALAPALLY, 2011; ALGUL et al., 2007).

O céancer gastrico possui classificacdo em subtipos histoldgicos
que varia de acordo com as caracteristicas estruturais e 0s aspectos
histologicos das células (NCI, 2016). Quanto a etiologia, destacam-se
fatores de risco associados a agentes infecciosos como a bactéria
Helicobacter pylori (H. pylori), a idade e habitos alimentares
(UEMURA et al., 2001). Igualmente, o cancer colorretal é de grande
preocupacdo e tem a sindrome de Lynch ou polipose adenomatosa
familiar como responsavel por 1% a 3% de todos os casos desse tipo de
cancer (LYNCH & CHAPELLE, 2003; HAMPEL et al., 2008). Ambos,
cancer gastrico e colorretal, uma vez diagnosticados, apresentardo
métodos de tratamento distintos dependendo de fatores como o
estadiamento do tumor incluindo procedimentos cirdrgicos,
guimioterapia e radioterapia (WERNER et al., 2001).

Como opcdo aos métodos de tratamento supracitados tém se
estimulado mudancgas nas opcdes terapéuticas, especialmente se foram
capazes de modificar reacbes autoimunes e inflamatérias suprimindo a
transformacdo neoplasica, a angiogénese e o crescimento de células
tumorais (DEGRAFFENRIED et al., 2003; HARDMAN, 2004; Van Der
MEILJ, et al.,, 2013). Atencdo tem sido dada a dieta e suplementos
dietéticos como uma estratégia terapéutica, em particular, quando atuam
nas cascatas lipidicas de sinalizacdo intracelular (SIMOPOULOS,
2002). Nesse contexto, O éacido graxo poli-insaturado (AGPI)
desempenham um papel promissor, prevenindo as complicacdes
oriundas da inflamacéo exacerbada relacionada ao cancer (TAVANI et
al., 2003), além de diminuir a toxicidade de alguns farmacos
antineoplasico (JORDAN; STEIN, 2003), e promover 0 ganho de peso
em pacientes com caquexia (MOSES et al., 2004).

Os AGPI séo referidos como "quimiopreventivos" termo que
se refere ao uso de agentes farmacologicos, nutracéuticos ou produtos
naturais bioativos que previnem ou atrasam o desenvolvimento do
cancer (NEERGHEEN et al. 2010), dentre eles, o &cido graxo poli-
insaturado 6mega-3 (AGPI n-3) compde estrutura de células e influencia
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respostas funcionais envolvidas na inflamacgdo e na producdo de uma
gama de mediadores quimicos (ARAB, 2003, CALDER, 2006;
CALDER, 2011). O AGPI n-3 é utilizado ainda como agente
anticancerigeno na prevencdo e retardo do desenvolvimento de
células tumorais (SURH, 2003; MANACH et al., 2009; BISHAYEE,
2012; BISHAYEE & SETHI, 2016), todavia, as pesquisas ainda nao
elucidaram completamente sua atuacdo no processo inflamatdrio
intrinseco ao cancer, em especial em individuos em tratamento
quimioterépico.

Deste modo, a pergunta de partida que norteia o estudo é: Quais
os efeitos da suplementacdo diaria de 1,55 g de EPA e DHA durante
cinco semanas sobre marcadores de inflamagdo em individuos
portadores de cancer gastrointestinal em tratamento quimioterapico?
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementacdo de 1,55 g/dia de &cidos
graxos poli-insaturados n-3 (EPA e DHA) durante cinco semanas sobre
as citocinas plasmaticas, eicosanoide plasmatico e proteinas de fase
aguda séricas em individuos portadores de cancer gastrico e colorretal
durante o tratamento quimioterapico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar apds a suplementacdo nos individuos participantes do
estudo o comportamento dos marcadores sanguineos de inflamac&o:
¢ Citocinas: IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-0,
e Eicosanoide plasmatico: PGE2 e,
e Proteinas de fase aguda (PCR e Albumina)

Caracterizar os participantes do estudo quanto ao estado
nutricional:
e indice de massa corporal (IMC);
e Dobra cuténea tricipital (DCT) e,
e  Circunferéncia muscular do braco (CMB).
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3. REFERENCIAL TEORICO (ESTADO DA ARTE)
3.1 CANCER GASTRICO E COLORRETAL

O estbmago, intestino e reto estdo anatomicamente associados e
fazem parte do sistema gastrointestinal humano (BONTRAGER, 1937).
O crescimento desordenado de células nesses 6rgdos pode promover a
formacdo de tumores malignos, que sdo classificados conforme a
localizacdo. Denomina-se cancer gastrico, os tumores do estbmago e
cancer colorretal aqueles que acometem um segmento do intestino
grosso (o cdlon) e o reto. Designa-se, ainda, cancer gastrointestinal o
grupo de tumores que se desenvolvem desde o estdbmago até o intestino
grosso, incluindo o intestino delgado (NCI, 2016).

O cancer gastrico se apresenta, predominantemente, na forma
de trés tipos histoldégicos. A maioria do tipo adenocarcinoma,
responsavel por 95% dos tumores; linfoma, diagnosticado em cerca de
3% dos casos, e leiomiossarcoma, iniciado em outros tecidos (NCI,
2016). A Organizacdo Mundial de Saude propfe um sistema alternativo
que divide o cancer gastrico em papilar, tubular, mucinoso (col6ide) e
carcinomas pouco coesos (WHO, 2010).

O céancer gastrico é uma das principais causas de mortalidade
em todo o mundo, resultando em um ndmero estimado de 723.000
mortes anualmente (NCI, 2016). No Brasil, o tumor gastrico aparece em
terceiro lugar na incidéncia entre homens e em quinto, entre as mulheres
e as estimativas para o biénio 2016-2017 apresentadas pelo National
Cancer Institute (NCI) séo de 3.720 novos casos de cancer de estdmago
na regido Sul do Brasil, sendo 850 novos casos s6 no estado de Santa
Catarina (NCI,2016).

O céancer gastrico foi a terceira principal causa mundial de
mortalidade por cancer em 2012 (FERLAY et al., 2013), contudo, dados
estatisticos revelam declinio da sua incidéncia, especificamente nos
Estados Unidos, Inglaterra e outros paises mais desenvolvidos
(NCI,2016).

Embora a etiologia precisa seja desconhecida, reconhecem-se
fatores de risco para o cancer gastrico associados a agentes infecciosos
como a bactéria Helicobacter pylori (H. pylori) e o virus de Epstein-
Barr (EBV) (UEMURA et al., 2001), a idade avangada, dietas pobre em
frutas e legumes e ricas em alimentos salgados, defumados ou em
conserva, gastrite atréfica crénica, metaplasia intestinal, anemia
perniciosa, pdlipos adenomatosos gastrico, historico familiar de cancer
gastrico e tabagismo (FENOGLIO-PREISER et al., 1996).
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Estima-se que mais da metade dos casos de cancer gastrico
esteja relacionado a infeccdo pela bactéria H. pylori, que pode ser
transmitida de pessoa a pessoa através de rotas fecal-oral, oral-oral, ou
por transmissdo ambiental que inclui agua contaminada com dejetos
humanos (PARKIN, 2006; YOON; KIM, 2015). O H. pylori promove
cancer gastrico estimulando receptores Toll-like (TLR) acarretando na
ativacdo da imunidade inata, induzindo a inflamacdo associada a
infeccdo e gerando um microambiente inflamatério (WANG & KARIN,
2015). Meta-analise de estudos randomizados realizados em areas de
alto risco de cancer gastrico sugeriu que o tratamento da H. pylori pode
reduzir significativamente o risco de cancer gastrico (FUCCIO et al.,
2009). J& a infecgdo pelo virus Epstein-Barr (EBV) é observada em
cerca de 9% dos casos de cancer gastrico (MURPHY et al., 2009).

O uso de tabaco também constitui risco especialmente para o
desenvolvimento de tumores na porcdo superior do estdbmago, mais
proximo do esb6fago (ACS, 2016; YOON; KIM, 2015). Analises sobre
fatores de risco para o cancer gastrico mostrou um aumento de 60% e
20% desse tipo de cancer em fumantes do sexo masculino e feminino
respectivamente, em comparacdo com os ndos fumantes (LADEIRAS-
LOPES et al., 2008). Cerca de 65% dos pacientes diagnosticados com
cancer de estbmago tém mais de 50 anos e 0 pico de incidéncia se da,
em sua maioria, em homens por volta dos 70 anos (NCI, 2016).

Da mesma forma, o cancer colorretal é mais frequentemente
diagnosticado entre pessoas com idades mais avancadas (entre 65 a 74
anos) e a idade mediana dos Obitos devido a esse cancer é de 68 anos
(HOWLADER et al., 2016). Porém, uma andlise recente do Program
National Cancer Institute’s Surveillance, Epidemiology, and End
Results, 2016 sugeriu que a incidéncia de cancer colorretal pode estar
aumentando entre o0s adultos com menos de 50 anos.

O cancer colorretal é a segunda principal causa de morte por
cancer nos Estados Unidos. No Brasil, 0 nimero de mortes em 2013 foi
de 15.415 e foram estimados 34.280 novos casos no ano de 2016,
sendo 16.660 homens e 17.620 mulheres. Na regido sul, estima-se 6.610
novos casos entre 2016 e 2017, destes, 1.090 novos casos no estado de
Santa Catarina (NCI, 2016). Em esfera global, ao final de 2016, foram
134.000 pessoas diagnosticadas com a doenca e cerca de 49.000 mortes
devido a esta doenga (HOWLADER et al., 2016).

Os fatores de risco para o cancer colorretal incluem o histérico
familiar de doencas genéticas que predispdem a um risco elevado de
cancer colorretal (como sindrome de Lynch ou polipose adenomatosa
familiar), histéria pessoal de doenga inflamatdria do intestino, p6lipos
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adenomatosos anteriores, ou cancer colorretal anterior (US
PREVENTIVE SERVICES TASK FORCE, 2016). Outros fatores tais
como dieta, 0 uso de medicamentos anti-inflamatdrios ndo-esterdides,
tabagismo, consumo de alcool e sedentarismo podem influenciar o
desenvolvimento do céncer colorretal (NCI, 2016). Os pdlipos
adenomatosos, responsaveis por grande parte desses tumores, sdo lesbes
gue crescem normalmente na parede interna do intestino grosso, assim,
uma maneira de prevenir o aparecimento dos tumores seria a deteccédo e
a remocao dos polipos antes de eles se tornarem malignos. Na maioria
dos casos, o cancer colorretal é tratdvel e curavel se detectado
precocemente (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2016).

O rastreio do cancer colorretal pode reduzir substancialmente
sua morbidade e mortalidade. O tempo abreviado entre a detecgdo e
realizacdo de um tratamento pode ser benéfico na redugdo da
mortalidade subsequente (LIN et al., 2016). A Task Force US
Preventive Services (USPSTF) recomenda o rastreamento para o cancer
colorretal a partir de 50 anos de idade e continuando até a idade de 75
anos, a decisdo do rastreio em idades entre 76 e 85 anos deve ser
individual, levando em conta a salde geral do paciente e o histérico da
triagem prévia. Tendo em vista que o histérico familiar positivo € ligado
a cerca de 20% dos casos de cancer colorretal (LIN et al.,
2016) organizagdes profissionais recomendam que 0s pacientes com
historia familiar de cancer colorretal (parente de primeiro grau com
cancer colorretal ou varios parentes com a doencga) sejam rastreados com
mais frequéncia a partir de uma idade mais jovem (LEVIN et al., 2008).
Alguns exemplos de métodos de rastreio incluem a colonoscopia, a
sigmoidoscopia, o0 teste guaiac-based fecal occult blood (gFOBT) e
exame de fezes.

Os individuos do sexo masculino e raca negra estdo associados
a maior incidéncia do cancer colorretal. Adultos negros tém as maiores
taxas de incidéncia e mortalidade em compara¢do com outros grupos
étnicos (HOWLADER et al., 2016). As razbes para estas disparidades
ndo sdo totalmente claras. Estudos tém documentado as desigualdades
no rastreio, diagnostico e tratamento; eles também sugerem que a
igualdade de tratamento em geral parece produzir resultados
semelhantes (BRAWLEY, 2014; COOPER; KOROUKIAN, 2004).

Os tumores que podem acometer o intestino delgado podem ser
do tipo carcinoide (35 a 42% dos casos), adenocarcinoma (30 a 40% dos
casos), linfoma (15 a 20% dos casos), ou ainda, sarcoma (10 a 15% dos
casos). Acredita-se que o processo de carcinogénese se assemelha ao do
cancer colorretal, e pode surgir como consequéncia de pdlipos
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adenomatosos. Doenca de Crohn, Sindromes de Lynch e de Peutz-
Jeghers, fibrose cistica, ingestdo excessiva de alcool e uso de tabaco sdo
fatores de risco para o desenvolvimento deste tipo de cancer (PAN;
MORRISON, 2011; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015c).

3.2 INFLAMACAO E PROCESSO DE CARCINOGENESE

A identificacdo de células imunes em tumores foi feita pela
primeira vez em 1863 por Rudolf Virchow que notou leucdcitos em
tecidos neoplasicos e fez uma conexao entre inflamacdo e cancer. A
resposta inflamatoria cronica pode causar uma condicdo pré-oxidante
gue desencadeia danos ao DNA, assim, o tecido danificado ndo progride
através do padrdo normal de reparacdo e permanece num estado de
inflamacdo crénica dominada pela infiltracdo de neutrofilos e
macrofagos (NAVEENA, ALTAF, CHINTHALAPALLY, 2011). Esta
associacdo ndo estd envolvida apenas no surgimento do tumor, a
inflamacdo crénica é, sobretudo, um dos principais componentes da
manutencdo do céncer (CALDER, 2014). O processo inflamatorio
estende-se além da protecdo do tecido agredido por agentes infecciosos
e remocdo de células danificadas, ele contribui com a carcinogénese
(KURAISHY; KARIN; GRIVENNIKOV, 2011).Estima-se que
doencas inflamatdrias sejam responsaveis por 15 a 20% de todos os
canceres (GRIVENNIKOV; KARIN, 2011).

A inflamacdo desencadeia a proliferacdo e infiltracdo de
neutrofilos, primeiras células imunitarias a intervir (NAVEENA,
ALTAF & CHINTHALAPALLY, 2011). A via ciclo-oxigenase (COX)
contribui para aumento do acumulo de neutréfilos, assim como as outras
vias pré-inflamatorias alternativas tais como a via lipoxigenase (LOX) e
o fator nuclear kappa B (NF-kB) induzidas por agentes inflamatérios. O
recrutamento de neutréfilos para o tecido danificado tem como objetivo
inicial a remissdo do processo inflamatério, contudo, pode se tratar do
inicio da inflamacéo cronica. A persisténcia de fatores iniciadores ou a
faléncia dos mecanismos necessarios para resolver a resposta
inflamatéria conduzirdo a condicdes propicias a cronicidade da
inflamacdo (NAVEENA, ALTAF & CHINTHALAPALLY, 2011). Em
seguida, os macrdéfagos seguem para o local da leséo, sinalizados por
varias moléculas presentes no tecido danificado. Os macrofagos
associados a tumores (TAMSs) sdo um componente da maioria, sendo de
todos, os tumores e sdo dirigidos para dentro do tumor pelas
guimiocinas. Muitas células tumorais também produzem citocinas que
prolongam a sobrevivéncia dos TAMs. Quando ativado, os TAMSs
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podem destruir células tumorais, porém, também desempenham um
papel vital na progresséo do cancer, produzindo fatores de crescimento e
angiogénicos bem como enzimas proteoliticas (proteases) que degradam
a matriz extracelular, estimulando assim a proliferacdo de células
tumorais, promovendo a angiogénese e favorecendo a invasdo e a
metéastase (MANTOVANI, BUSSOLINO & DEJANA, 1992).

Os TAM’s segregam um numero de moléculas, incluindo a
Interleucina-1 (IL-1) e o Fator de Necrose Tumoral-o (TNF-a) que
contribuem no suporte dos passos de invasdo e metastase (NAVEENA,
ALTAF & CHINTHALAPALLY, 2011; BISWAS & ALLAVENA,
2013). Os tumores compdem-se, assim, de uma rede rica em citocinas
inflamatorias, fatores de crescimento e quimiocinas, que culminam por
contribuir diretamente na sustentacdo do tumor (KOONG et al., 2000).
Essa rede de citocinas inflamatorias pode influenciar a sobrevivéncia,
crescimento, mutacdo, proliferacdo, diferenciacdo e movimentacdo de
células tumorais, além disso, podem regular a comunicacdo entre as
células tumorais e estromais e as interagfes tumorais com a matriz
extracelular (NAVEENA, ALTAF, CHINTHALAPALLY, 2011).

A IL-1 e IL-6 sdo citocinas que também ajudam no
desenvolvimento de metastases (VIDAL-VANACLOCHA et al., 2000),
além de promover a resisténcia a terapia anticancer (TRICOT,
2000). Estudos mostram que células cancerigenas expostas a IL-6
possuem propriedades como aumento da capacidade de invasdo e
aumento da resisténcia a drogas (BISWAS, ALLAVENA &
MANTOVANI, 2013; DETHLEFSEN, HOJFELDT; HOJMAN, 2013).
A IL-1 tem atividade estimulante para o crescimento de carcinoma
gastrico, que pode ser relacionada com a predisposicdo genética
(HUDSON et al.,1999). Além disso, TNF-a, IL-1 e IL-6 podem
estimular a producéo de fatores angiogénicos como fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF).

O TNF-a, mediador relevante da inflamagdo, ao mesmo tempo
em que induz a morte de células doentes e destréi seletivamente os
vasos sanguineos do tumor (LEJEUNE, RUEGG, LIENARD, 1998),
também induz fatores angiogénicos, atuando como um promotor
endégeno do tumor, contribuindo para o desenvolvimento e
remodelacdo do tecido estromal necessario para o crescimento e
propagacdo do tumor (KOLLIAS et al.,, 1999). O TNF-a estimula o
crescimento do fibroblasto com proposito inicial de reparacdo de
tecidos, esse, por conseguinte, secreta suas proprias citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-6 e IL-8, além da prostaglandina E 2 (PGE2) e
induz o0 aumento da resposta dos neutréfilos.
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Estas células inflamatorias persistentes desempenham um papel
importante na geracdo de mediadores lipidicos pré-inflamatdrios e um
microambiente pré-oxidante que, eventualmente, conduz a proliferacdo
e crescimento das células tumorais. As citocinas inflamatdrias sdo
também as principais indutoras das quimiocinas que desempenham um
papel central no recrutamento de leucdcitos para locais de inflamacéo. A
maioria dos tumores produz quimiocinas de dois grupos principais,
grupo o e grupo B (MANTOVANI et al., 1992; LUBOSHITS et al.,
1999). Normalmente quimiocinas o sdo ativas em neutrofilos e
linfécitos, enquanto quimiocinas [ agem em varios subconjuntos de
leucocitos incluindo mondcitos, eosindfilos, células dendriticas,
linfdcitos e células natural killer (células NK). O BCA-1 é um tipo de
quimiocina induzida pelo H. pylorio qual atrai as células-p para a
mucosa, onde eles se tornam alvos para 0 processo carcinogénico que
ocorre durante a inflamacéo (SICA et al., 2000).

Muitas citocinas e quimiocinas, a exemplo do TNF-a, IL-1 e
IL-6, sdo induziveis pela hipoxia, que é uma grande diferenca fisioldgica
entre 0 tumor e o tecido normal (KOONG et al., 2000). Outra defesa
propria do tumor estd em secretar fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), que pode levar ao extravasamento persistente de
fibrina e fibronectina e geracdo continua de matriz extracelular,
semelhante a uma “ferida que ndo cicatriza” (DVORAK, 1986). As
plaquetas nas feridas sdo uma fonte critica de citocinas, especialmente
do fator de crescimento transformador beta (TGF-B) e VEGF. A
libertacdo de plaquetas pode também ser importante na angiogénese
tumoral (PINEDO et al., 1998). Os macréfagos desprendem, ainda,
TGF-B que ¢ ele proprio angiogénico e induz a maior producdo de
VEGF.

O TGF-B tem a capacidade de suprimir a atividade de células T,
células NK, neutrofilos, mondcitos e macréfagos envolvidos na
repressdo da formacdo e progressdo do tumor, ele também recruta
diversas células imunes para o microambiente do tumor em que a
inflamacdo resultante conduz a secrecdo de fatores de crescimento,
citocinas, quimiocinas, proteases e enzimas modificadoras de matriz
extracelular (BIERIE, MOSES, 2010). N&o obstante, as células
malignas por si secretam citocinas pro-inflamatérias (BURKE et
al.,1996; TANNO, MATSUI, 2011), como a IL-6 e IL-8 que medeia a
inflamacg&o cronica (KORKAYA, LIU & WICHA, 2011).

Assim, o microambiente tumoral € modificado pelas moléculas
inflamatdrias (JARNICKI, PUTOCZKI, ERNST, 2010), que interagindo
com as células estromais do tumor (GRIVENNIKOV, GRETEN,



28

KARIN, 2010) permitem a progressdo da sinalizagdo celular, metastase
e resisténcia a apoptose (HANAHAN, COUSSENS 2012

A Proteina C reativa (PCR) é uma proteina hepética de fase
aguda positiva, que tem sintese aumentada em um processo
inflamatdrio, estimulado por citocinas pro-inflamatdrias, em especial IL-
1, IL-6 e TNF-a. A concentragdo de PCR muda em resposta a infecgao,
lesdo celular e neoplasia, elevando-se a medida que o processo
inflamatorio se intensifica, e € responsavel por amplificar a resposta
imune (MARNELL, MOLD, CLOS, 2005). O aumento de PCR associa-
se, também, com maior frequéncia de invasdo tumoral e a baixa
sobrevida (NOZOE et al., 1998). Do mesmo modo, a albumina é uma
proteina de fase aguda, porém negativa, que tende a diminuir suas
concentracdes séricas diante de um processo inflamatério. Isto ocorre
devido a inibicdo da sua sintese pelas citocinas pré-inflamatérias e ao
aumento da permeabilidade vascular, com consequente saida para os
espacos extravasculares, relacionando-se também com a deplecdo das
reservas corporeas proteicas (CORREA, BURINI, 2000).

Desta forma, ndo apenas o surgimento do cancer é atribuivel a
agentes inflamatérios, mas a inflamacdo é um dos principais
componentes da manutengdo do tumor. Ademais, 0os muitos tipos de
células e a producdo de mediadores quimicos, que embora sintetizados
para deter o tumor, contribuem com o seu desenvolvimento e
progressdo, aumentam o risco de malignidade da doenca (CALDER,
2014). Balkwill e Mantovani em 2001 sugeriram que as células
inflamatorias e as citocinas encontradas nos tumores sdo mais propensas
a contribuir para o crescimento, progressao e imunossupressdo do tumor
do que para montar uma resposta antitumoral eficaz ao hospedeiro.

Igualmente, para que as células cancerigenas sobrevivam
necessitam de uma rede vascular de modo a receberem nutrientes e
oxigénio (LEVINA et al., 2008). Contudo, as células tumorais se
multiplicam em velocidade maior que a taxa de formacdo dos novos
vasos, coligindo em um baixo suprimento de oxigénio a essas células,
caracterizando a hipoxia, regulada pelo fator induzido por hipoxia
(HIF) (POLYAK &WEINBERG, 2009). Se por um lado, a deficiéncia
no aporte de oxigénio pode limitar a divisdo celular, por outro, células
com maior potencial maligno séo selecionadas e sobrevivem, induzindo
a adaptacdes celulares, tais como metabolismo anaerdbio e instabilidade
genética, direcionando para um maior comportamento invasivo
(FINGER; GIACCIA, 2010).



29

3.3. INFLAMACAO NO CANCER GASTRICO E COLORRETAL

A inflamacdo gastrica é desencadeada quando células imunes
inatas detectam infeccdo ou lesdo tecidual através de receptores Toll-like
(TLR) (NEWTON, DIXIT, 2012). O H. pylori é um exemplo importante
de ativador de TLR, assim como 0 TNF-a ¢ a rede de citocinas (KIM et
al., 2009; ABE et al., 2014),

A sinalizacdo de TLR desempenha um papel particular na
formagdo tumoral a partir da inflamagdo (PRADERE, DAPITO,
SCHWABE, 2014); a interrupcdo desses receptores converge nha
supressdo significativa da formacdo de tumor (TYE et al., 2012). Do
mesmo modo, 0 uso regular de anti-inflamatorios ndo esteroides foi
associado a um risco reduzido de cancer gastrointestinal, apoiando que a
inflamacdo é decisiva no desenvolvimento desse cancer (THUN,
NAMBOODIRI & HEATH, 1991; THUN, JACOBS, PATRONO,
2012).

A sinalizacdo de TLR promove a carcinogénese através da
inducdo da via COX-2 que é requerida para a geracdo do microambiente
inflamatério. Estudos genéticos indicaram que a COX-2 e 0s seus
produtos como a PGE2 desempenham um papel fundamental na origem
do céancer gastrointestinal (CHULADA et al., 2000; OSHIMA et al.,
2006). COX-2 é a forma induzida da COX que medeia & sintese de
prostaglandinas e apresenta acdo proé-inflamatéria. A inducdo da
expressdo de COX-2 esta presente em mais de 90% dos casos de cancer
gastricos (SAUKKONEN et al, 2003),em sua maioria
adenocarcinomas. Em tumores intestinais humanos, a COX-2 é expressa
em ceélulas epiteliais e do estroma, e é geralmente induzida pela IL-1p ¢
pelo TNF-o (JANAKIRAM; MOHAMMED; RAO, 2011;
JANAKIRAM; RAO, 2014).

Estudos em individuos com polipose adenomatosa familiar tem
mostrado que a via de sinalizacdo COX-2 é necessaria para a formacéo
do tumor e que o tratamento com um inibidor de COX-2 suprimiu
significativamente a tumorigénese intestinal (OSHIMA et al., 2006).

Os efeitos pro-inflamatorios e pro-tumorigénicos da COX-2 séo
mediados pelo seu principal produto, a PGE2, que ativa diversas vias de
sinaliza¢do oncogénicas, incluindo [3-catenina, fatores de transcri¢do e o
fosfatidilinositol 3-quinase (CASTELLONE; TERAMOTO;
GUTKIND, 2006; WANG; DUBOIS, 2006). A infeccdo por H. pylori ¢
conhecida por ser uma das principais causas da indu¢do da COX-2 /
PGE2 (OSHIMA et al., 2004).
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Além disso, a sinalizacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) em
células epiteliais promove inflamacdo associada a carcinogénese
gastrica de modo que foi estabelecido que a inflamacdo promove o
desenvolvimento do céncer através da inducdo da via COX-2 e da
ativacdo de NF-kB (WANG, DUBOIS, 2010; GRIVENNIKOV,
GRETEN, KARIN, 2010). A via NF«B ¢é uma das principais
reguladoras da liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e mediadores dos
processos de proliferacdo de células tumorais e de persisténcia da
inflamacéo crbnica (YANG, 2007; RIUS et al., 2008; MACCALLI et
al., 2014).

Existe uma intrinseca associacdo entre a carcinogénese gastrica
e a expressdo elevada de moléculas que promovem a ativagdo celular e a
liberacdo de citocinas, especialmente IL-1, IL-6 e TNF-a, que também
sdo reguladas pelo NF-xB (YIN et al., 2013). Com a inducdo dessas vias
ha consequentemente recrutamento adicional dessas e outras
citocinas como a IL-8 e IL-11 que sdo predominantemente encontradas
no cancer gastrico (POLLARD, 2004; KITAMURA, QIAN &
POLLARD, 2015). Deste modo, as células tumorais passam a coexistir
com células do sistema imunolégico (OSHIMA et al., 2014). A inibicdo
do TNF-a pode promover alteracdo da rede de citocinas no
microambiente tumoral ocasionando supressao significativa da
carcinogénese gastrica (BLOCK, GORIN, 2012).

Além da via COX, outra via importante envolvida na geracédo
de respostas pro-inflamatdrias que propicia um microambiente favoravel
para o crescimento, a proliferacdo tumoral e metastases, observada nos
tumores intestinais é a lipoxigenase (LOX). (JANAKIRAM; RAO,
2014). Entre as vias da LOX, a 5-LOX e a 12-LOX estdo intimamente
relacionadas com a inflamag&o e a carcinogénese. Uma série de estudos
tem monstrado o envolvimento de 5-LOX em estagios iniciais de cancer
colorretal (BORTUZZO et al., 1996; DING, TONG, ADRIAN, 2003;
TONG et al., 2005). Hong et al. (1999) relataram a expressao elevada de
5-LOX e proteina ativadora de 5-LOX em linhagens celulares de
canceres epiteliais. Alta expressdo de 5-LOX e os seus receptores foi
observada em individuos com céancer colorretal denotando pior
progndstico (OHD et al., 2003). Em contrapartida, os metabélitos da 15-
LOX estdo positivamente relacionados a inibicdo da inflamacdo
(JANAKIRAM; RAO, 2014).

Vias da COX e LOX estdo associadas de tal maneira que a
perturbacdo em uma via pode conduzir a expressdo aumentada da outra
via; assim, a inibicdo equilibrada destas duas vias é favoravel para a
inibicdo do cancer gastrico e colorretal (JANAKIRAM; RAO, 2014).
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3.4. TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO NO CANCER GASTRICO
E COLORRETAL

Quimioterapia trata-se do uso de farmacos anticancer que séo
injetados ou administrados por via oral na forma de comprimidos. Estes
farmacos entram na corrente sanguinea e atingem todas as partes do
corpo ndo havendo uma acdo seletiva, ou seja, interfere na funcgdo e
replicacdo de células normais ao mesmo tempo em que exerce sua
fungdo antineoplasica, desencadeando assim a uma série de efeitos
colaterais. No tratamento para o cancer gastrico e colorreral, a
quimioterapia pode ser conduzida antesdo procedimento cirdrgico,
conhecido como tratamento neoadjuvante, que tem por finalidade
reduzir o tamanho do tumor e, eventualmente, facilitar a cirurgia. Em
alguns casos, a quimioterapia neoadjuvante é necessaria ap0s a cirurgia.
Apos a cirurgia, a quimioterapia pode ser necessaria para remocao total
do céncer, neste caso conhecida como terapia adjuvante. E ainda, a
quimioterapia administrada como tratamento primario do cancer
gastrico, utilizada na tentativa de barrar ou retardar o crescimento e
aliviar os sintomas decorrentes da patologia, proporcionando melhores
condi¢des aos individuos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

A quimioterapia é administrada em ciclos, cada periodo de
tratamento é seguido de um periodo de descanso com o0 objetivo de
recuperacdo do organismo. Os farmacos quimioterapicos geralmente
incluidos no tratamento do céncer gastrico sdo: 5-FU (Fluorouracilo),
geralmente administrada com leucovorina (acido folinico); Capecitabina
(Xeloda ®); carboplatina; cisplatina; O docetaxel (Taxotere ®);
Epirubicina (Ellence®); O irinotecano (Camptosar ®); Oxaliplatina
(Eloxatin ®); O paclitaxel (Taxol ®). E os seguintes farmacos para o
cancer colorretal: 5-fluorouracilo (5-FU), frequentemente administrada
com leucovorina; Capecitabina (Xeloda®) no organismo é alterado para
5-FU quando atinge o tumor; Irinotecano (Camptosar®); Oxaliplatina
(Eloxatin®); Trifluridina e tipiracil (Lonsurf®) combinacédo de farmacos
em forma de pilula. Estes farmacos podem ser utilizados isoladamente
ou em combinacdo com outros; no tratamento do cancer gastrico ou
colorretal avancado é preferivel usar combinac6es de dois deles. Ja, a
combinacdo de trés farmacos pode provocar alto grau de efeitos
colaterais, requerendo cautela para a indicacdo (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2016).

Ha ainda um grupo dentre as células, denominadas cancer sten
cells (CSCs), altamente tumorigenas que apresentam algumas
propriedades tais como auto-renovacgdo, diferenciagdo, multiplas
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poténcia e tem a capacidade de gerar uma linhagem heterogénea de
todos os tipos de células cancerosas compreendidas em um tumor, essas
sdo presentes em menor quantidade que as células cancerigenas
“normais”, porém, sio as que apresentam maior resisténcia aos
medicamentos e toxinas, elas sdo estratégias proprias do tumor para
escapar de desafios quimioterapéuticos, e, assim, proteger a
continuidade do tumor (KVINLAUG, HUNTLY, 2007), bem como,
propagar e sustentar a tumorigénese no cancer (VISVADER,
LINDEMAN, 2008; MOITRA, LOU, DEAN, 2011).

A inflamacdo é novamente participativa nesse processo. A 1L-6
€ uma das citocinas que se revelou essencial para proteger células
cancerigenas da quimioterapia (EBBEN et al., 2010; VISVADER, 2011,
CLEVERS, 2011).

3.5. ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS OMEGA -3 (EPA E
DHA)

Acidos graxos sdo cadeias organicas de carbono que possuem
um grupo carboxila em uma de suas extremidades. Dependendo do
numero de duplas ligaces sdo classificados como saturados, mono e
poli-insaturados. A posicdo da dupla ligacdo que esta mais proxima do
terminal metil determina o termo da cadeia, assim, 6mega-3 (n-3)
significa todos os acidos graxos poli-insaturados que tém esta ligacao
dupla no carbono 3, contando o carbono metilico como o carbono um
(CALDER, 2013).

Conforme o nimero de atomos de carbono na cadeia, 0 nimero
e a posicdo das ligacGes duplas os AGPI n-3 recebem nomes
nomenclatura abreviada, como o Acido alfa-linolénico (ALA) [18:3 n-
3], &cido eicosapentaenoico (EPA) [20:5 n-3] e &cido docosaexaenoico
(DHA\) [22:6 n-3] (CALDER, 2013; HARDMAN, 2004).

Sintetizado a partir do acido linoleico, 0 ALA é encontrado em
plantas, folhas verdes e alguns dleos vegetais, nozes e sementes, ndo
sendo produzido por animais. JA& o EPA e DHA sdo encontrados em
guantidades significativas em peixes e frutos do mar e constituem uma
boa fonte de n-3 (BNF, 1999). A ingestdo adequada de n-3 pode ser
facilmente alcancada numa Unica refeicdo contendo peixe, a qual pode
fornecer de 0,2g a 3,0 g de n-3 a depender da espécie do peixe (MEYER
et al., 2003). Alternativas encontram-se nos suplementos a base de 6leo
de peixe que sdo preparados a partir da carne de peixe como, atum ou do
figado do peixe como do bacalhau. Num suplemento de 6leo de peixe
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tipico, EPA e DHA devem compreender em conjunto no minimo 30%
dos &cidos graxos presentes. Existem ainda, "concentrados de 6leo de
peixe", capsulas que contém quantidades superiores de n-3 as
encontradas em 6leos de peixe padrdo (CALDER, 2013).

Visto que EPA e DHA sdo 4cidos graxos n-3 com maior
bioatividade, a interconversdo de ALA em EPA e DHA que ocorre no
reticulo endoplasmatico das células hepaticas nos seres humanos
representa uma benfeitoria ao individuo. Neste processo, ALA ¢
convertido em &cido estearidonico (18:4 n-3) através da enzima delta-6
dessaturase, subsequentemente esse acido é convertido em &cido
eicosatetraenoico (20:4n-3) e entdo, por intervencdo da enzima delta-5
dessaturase se produz o EPA. O caminho para a conversdo de EPA em
DHA ocorre com a adi¢do e B-oxidacdo de carbonos ao EPA resultando
em DHA (CALDER, 2013).

Contudo, analises monstraram que a conversdao para EPA e
DHA é geralmente pobre em seres humanos, com uma conversao muito
limitada até o DHA, tornando assim a maneira mais eficaz de elevar os
niveis de EPA e DHA nos fosfolipidios das membranas celulares a sua
ingestdo por via de alimentos ou por meio de suplementos dietéticos.
Ressalta-se ainda que, a conversdo do ALA em EPA ocorre em
concorréncia com a conversdao do ALA em &cido araquidénico (AA),
uma vez que as mesmas enzimas sdo utilizadas, e ainda, as atividades
enzimaticas sdo afetadas pelo estado nutricional e hormdnios dos
individuos (BURDGE & CALDER, 2006; ARTEMBURN, HALL E
OKEN, 2006).

O é&cido araquiddnico (AA) é um acido graxo da classe 6mega-6
e o principal &cido graxo de interesse quando se refere a razdo com o
Omega-3. Possui caracteristicas pro-inflamatorias e, geralmente ¢
consumido em quantidades 5 a 20 vezes superiores ao AGPI n-3 em
dietas ocidentais (BNF, 1999). Para uma dieta adequada em 6mega-
3 recomenda-se de 1,6 e 1,1 g/dia para homens e mulheres saudaveis
respectivamente, sendo deste total, aproximadamente 10% de EPA e
DHA e o restante de ALA. Nao existe limite maximo (UL) estabelecido
(IM-DRIs, 2005).

Apds a absorgdo, o n-3 ir4 constituir componentes estruturais de
triglicérides, fosfolipidios e ésteres de colesterol (ARAB, 2003), onde
influenciam nas respostas funcionais das células e estdo envolvidos
ainda, na inflamacdo e na producdo de uma gama de mediadores
guimicos (CALDER, 2006; CALDER, 2011).

Para a quantificacdo desses &cidos graxos no organismo pode-se
medir os niveis séricos ou plasmaticos de acidos graxos isolados ou
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constituintes de triglicérides, ou ainda, de ésteres de colesterol ou
fosfolipidios, membranas de eritrdcitos e tecido adiposo (CANTWELL,
2000; ARAB, 2003).

3.5.1 ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS OMEGA-3 NO
CARCINOMA E INFLAMACAO

Os AGPI n-3 possuem capacidade de regular aspectos do
processo inflamatério e de carcinogénese: Atuam de forma anti-
inflamatéria modificando a producdo de eicosanoides que sdo
mediadores lipidicos gerados a partir de fosfolipidios da membrana e
atuam na regulacdo da resposta a um estimulo inflamatério (CALDER,
2014). Os eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos)
sdo moléculas sintetizadas a partir da liberacdo de acidos graxos da
bicamada lipidica, em resposta a inflamacéao. Eicosanoides derivados do
AA, tais como a PGE 2 e LTB 4 possuem geralmente caracteristicas
mais pro-inflamatorias (LEE et al., 1985; CAUGHEY et al., 1996) do
que quando derivadas do EPA e DHA, apresentando propriedades mais
anti-inflamatorias (MARZZOCO, TORRES, 2007).

Os eicosanoides apresentam multiplas atividades biologicas,
como modular a resposta inflamatéria e imunoldgica, agregacéo
plaquetaria e diferenciacdo celular. Devido & prevaléncia de AA nos
fosfolipidios das membranas das células envolvidas nos processos
inflamatdrios, a regulacdo da resposta inflamatéria no organismo se da
predominantemente através da sintese de eicosanoides pro-
inflamatorios, ocasionado pelo substrato principal (TILLEI,
COFFMAN; KOLLER, 2001). Uma vez que ha aumento da ingestdo de
AGPI n-3, consequentemente, ha diminuicdo da quantidade de AA
levando a diminuicdo na produgdo de eicosanoides pro-inflamatérios
(CHAPKIN, AKOH, MILLER, 1991; YAQOOB, CALDER, 1995;
PETERSON et al., 1998).

Os fosfolipidios das células inflamatérias dos individuos com
dietas tipicas ocidentais apresentam normalmente quantidades menores
de EPA e DHA (em torno de 0,5-1% e 2-4%, respectivamente) quando
comparados a quantidade de AA (10-20%) (REES et al., 2006; LEE et
al., 1985), porém, essa composi¢do pode ser modificada com alteracdo
dos habitos alimentares e aumento da ingestdo de AGPI n -3, 0 que pode
ocasionar elevacdo de EPA e DHA nas membranas (REES et al., 2006;
LEE et al., 1985). Essa alteracdo ocorre de modo dose dependente e ao
longo de um periodo de dias a semanas (FABER et al., 2011; REES et
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al., 2006; YAQOOB et al., 2000; HEALY et al., 2000), com uma nova
composicdo do estado estacionario atingido dentro de algumas semanas
(COCKBAIN; TOOGOOD; CASCO, 2012).

O aumento da ingestdo dietética do AGPI n-3 modula a
estrutura e a funcdo celular alterando processos fisiopatoldgicos e
interferindo na progressdo da inflamacdo no céncer. A alteracdo da
composicdo dos acidos graxos das células envolvidas na inflamagéao age
sobre as vias de sinalizagdo celular, na modificacdo da expressdo, na
atividade ou avidez de receptores de membrana e ainda modificando os
mecanismos de transdugdo de sinal intracelulares que alteram a ativagéo
de fatores de transcricdo e expressdo de genes, além de alteracfes no
padrdo dos mediadores lipidicos produzidos (CALDER 2011).

A natureza e a composicdo das membranas plasmaticas tém
implicacBes importantes na sinalizacdo dos processos inflamatoérios e
esta suscetivel & alteragdo conforme maior ou menor ingestdo do n-3.
Observou-se que as composicdes de lipidios de membranas de células
cancerosas e ndo cancerosas sdo notavelmente diferentes (MENG et al.,
2004). O aumento das proporcdes dos &cidos graxos saturados em
células cancerosas levou a alteracdo da cascata lipidica e de sua
composicdo proteica (RAKHEJA et al., 2005). Estudos in vitro
utilizando membranas de células monstraram alteragéo das proteinas de
sinalizacdo (STULNIG et al., 2001) e por conseguinte, alteracdo no
desenvolvimento e progressdo de doencas quando ha menor presenca de
EPA ¢ DHA (AHMED, BROWN, LONDON, 1997). As sinalizagtes
nessas células podem ser afetadas pela estrutura de lipideos elevando a
sobrevivéncia das células cancerigenas através da promogdo de
crescimento, escapando a vigilancia imunitaria, ou impedindo a
apoptose (RAKHEJA et al., 2005).

O é&cido graxo mais longo e insaturado comumente encontrado
em membranas é o DHA, ele altera as propriedades basicas das
membranas celulares (STILLWELL et al., 2005) e juntamente com o
EPA (HOREJSI et al., 1999) pode deslocar varias proteinas de
sinalizacdo da membrana proporcionando beneficios clinicos no quadro
de inflamagéo e cancer (CALDER, ZURIER, 2001; STULNIG, 2003,
SIDDIQUI RA et al., 2004).

No envolvimento do AGPI n-3 na producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, estudos mostraram que EPA e DHA inibiram a
estimulacdo da producdo da IL-6 e IL-8 em células endoteliais
(KHALFOUN et al., 1997), enquanto que o EPA isoladamente inibiu a
producdo de TNF-o induzido por mondcitos (NOVAK et al., 2003).
Também foi relatado que o AGPI n-3 leva a0 aumento na concentragéo
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da citocina anti-inflamatéria IL-10 (SIERRA et al., 2008), de modo que
a utilizacdo de n-3 € descrita como atuante na diminuicdo da producéo
de citocinas que incluem o TNF-o, varias interleucinas, interferons,
quimiocinas e linfocinas (MEYDANI et al., 1991, TREBBLE et al.,
2003),

Mediadores lipidicos, como as resolvinas e as protectinas, séo
biossintetizados pelo EPA e DHA e atuam na promog&o, absorcdo e
eliminacdo de microorganismos e células apoptéticas no local da
inflamacdo. Estes mediadores parecem ainda exercer potente acdo anti-
inflamatdria em neutréfilos, macréfagos, células dendriticas e células T
(CALDER, 2008; SEKI, TANI, ARITA, 2009). Além disso, uma acao
do n-3 tem sido associada com a supressdo de transformacao neoplasica,
angiogénese e crescimento de células tumorais (SIMOPOULQS, 2002).
Estudos experimentais com cultura de células animais tém demonstrado,
inclusive, que o n-3 diminui a citotoxicidade de alguns farmacos
anticancer (JORDAN; STEIN, 2003).
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3 MATERIAIS E METODOS

4.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Ensaio clinico randomizado, placebo-controlado, triplo cego
(HOCHMAN et al., 2005), realizado em individuos com diagnéstico
histopatoldgico de cancer do trato gastrointestinal (estdmago, intestino,
colon, reto e canal anal), com idade entre 18 a 70 anos, de ambos 0s
sexos que, iniciaram tratamento antineoplasico quimioterapico,
assistidos e recrutados entre marco de 2015 e margo de 2016 no
Ambulatério do Centro de Pesquisas Oncoldgicas de Floriandpolis —
CEPON, Santa Catarina, Brasil, e que concordarem em participar deste
estudo.

Este estudo faz parte de um projeto maior intitulado
“Suplementacdo de acidos graxos poli-insaturados n-3 em individuos
portadores de cancer gastrointestinal: efeitos sobre a inflamacdo, o
estado nutricional, a composicdo corporal e a qualidade de vida durante
o tratamento quimioterapico”, em que outros desfechos e diferente
tempo de suplementagédo foram avaliados.

4.2. LOCAL DO ESTUDO

O Centro de Pesquisas Oncoldgicas — CEPON de Florianopolis
é a instituicdo de referéncia na prevencdo e tratamento do cancer no
estado de Santa de Catarina. Seus servicos de alta complexidade s&o
destinados apenas para individuos portadores de céancer, integrado ao
Sistema Unico de Saude, que sdo provenientes principalmente da grande
Floriandpolis. Atualmente, apresenta servicos ambulatoriais e de
internacdo, com servigos terapéuticos de radioterapia e quimioterapia,
médico, nutricional, psicolégico, farmacéutico, assisténcia social e
demais atendimento multiprofissional.

4.3 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Os critérios para elegibilidade s&o: ter idade maior que 18 anos
e menor ou igual a 70 anos; diagnostico histopatoldgico de carcinoma
nas localizagbes citadas no delineamento do estudo; ndo ter realizado
quimioterapia prévia e ter iniciado o tratamento quimioterapico.

Né&o foram incluidos aqueles: em tratamento paliativo; em uso
diario de estatina ou farmacos anti-inflamatdrios; com alergia a peixes e
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derivados; sem condi¢cOes de ingestdo via oral; portadores de doencas
autoimunes ou portadores de doenca que envolva um processo
inflamatdrio; que tenham feito uso de suplementos com dleo de peixe ou
AGPI n-3 por um periodo prolongado (> 90 dias), seis meses precedente
a sua inclusdo no estudo; ou ainda, sem condicdes psicologicas
adequadas de entender o protocolo do estudo e de assinar o
consentimento livre e esclarecido, bem como, aqueles com distdrbios
psicoldgicos previamente diagnosticados por profissional habilitado. A
realizacdo de radioterapia concomitante a quimioterapia ndo representou
critério para a exclusdo do individuo do estudo.

4.4, CALCULO AMOSTRAL

Para o calculo do tamanho da amostra considerou-se: a) 0s
resultados obtidos nos estudos realizados em 2008 (SILVA et al., 2012)
e 2010 (MOCELLIN et al.,, 2013) no proprio CEPON/SC e com
individuos portadores de cancer colorretal; b) poder do estudo de 80%;
c) intervalo de confianca de 95%; d) acréscimo de 10% referentes a
possiveis perdas de seguimento; e) e, calculos executados no software
online OpenEpi®.

Os resultados obtidos indicaram um tamanho amostral minimo
de 44 individuos (20 por grupo de tratamento + 10% de perdas) e
méaximo de 451 individuos. Porém, o tamanho amostral méximo obtido
representa uma proporcdo absoluta maior que a prospecgdo de
incidéncia anual para 2014 e 2015, segundo o INCA (2016). Por estes
motivos, foram incluidos no estudo todos os individuos elegiveis que
aceitaram participar e que foram assistidos no CEPON no periodo
determinado para o recrutamento (marco/2015 a margo/2016),
totalizando 37 pacientes, sendo 30 com céncer colorretal e 7 canceres
gastrico.

4.5. DESENHO DO ESTUDO

Este ensaio clinico randomizado foi dividido em duas etapas
principais: 1) identificacdo, triagem e recrutamento dos participantes; e
2) randomizagdo e acompanhamento dos participantes, conforme
apresentado na figura 1.
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Figura 1 — Fluxograma do Ensaio Clinico Randomizado

IDENTIFICACAO/TRIAGEM
Recrutamento

Randomizacéo
(Dia 1° Quimioterapia)

Grupo controle - GC

Grupo dmega - GO

- Caracterizagdo dos individuos
- 1° coleta de sangue
- Avaliacdo antropométrica

- Inicio da ingestdo das cépsulas
de azeite de oliva

- Caracterizacdo dos individuos
- 12 coleta de sangue
- Avaliacdo antropométrica

- Inicio da ingestdo de cépsulas
de 6mega-3

- 22 coleta de sangue
- 22 Avaliacdo antropométrica

- 22 coleta de sangue

- 22 Avaliacdo antropométrica
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Abreviaturas: GO — Grupo 6mega-3; GC — grupo controle.

A identificacdo e triagem dos individuos potencialmente
elegiveis foram realizadas pela equipe de profissionais do CEPON e
pelo doutorando Michel Mocellin. Era conferida diariamente a “agenda
de quimioterapia presencial ou domiciliar” para identificar possiveis
participantes. Os individuos identificados foram encaminhados ao
servico de nutricdo clinica da instituicdo, onde foi verificada a
elegibilidade, e em caso positivo, tomaram conhecimento dos objetivos
e do protocolo do estudo, e entdo, foram convidados a participar do
mesmo. Aqueles identificados pela andlise da agenda de quimioterapia
foram contatados via telefone e receberam as mesmas explicacGes e 0
convite para participacéo no estudo.

No dia da primeira sessdo de quimioterapia, designado como
momento basal, os individuos foram randomizados para um dos dois
grupos de estudo: Grupo dmega (GO) o qual foi suplementado com 2
capsulas/dia do produto contendo AGPI n-3, ou, Grupo controle (GC), o
qual foi suplementado com 2 cépsulas/dia de azeite de oliva. Neste
mesmo momento, posterior & randomizagdo, os individuos receberam o
frasco contendo as capsulas referentes ao grupo para o qual fora
alocado, assim como as orientacdes de consumo. O inicio da ingestdo
dos suplementos dietéticos aconteceu neste mesmo dia e foi continuado
por 63 dias, porém para essa pesquisa foram considerado os 35 dias
seguintes, caracterizando o momento final, designado de Semana 5. Os
dados para essa analise aconteceram assim em 2 momentos (basal e
semana 5).

4.6. RANDOMIZAGCAO DOS PARTICIPANTES

A técnica de randomizacdo adotada é do tipo estratificada por
blocos adaptada a co-varidveis (SURESH, 2011). Inicialmente foram
criados trés estratos de acordo com a localizacdo do tumor: 1) gastrico,
2) colorretal (c6lon e reto) e, 3) outros (intestino delgado e canal anal)
caso houvesse, assim definidos de acordo com a incidéncia prevista.
Blocos contendo dois cddigos de alocacdo cada (um para o GA e outro
para 0 GO) foram atribuidos a cada nivel de um respectivo estrato. Por
sua vez, cada cddigo do bloco de cada nivel foi subordinado ao sexo do
individuo (co-variavel), haja vista que a literatura tem monstrado que o
sexo do individuo exerce influéncia sobre a concentracdo de marcadores
inflamatdrios circulantes (tabela 1).
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Tabela 1 - Lista de randomizac&o estratificada pela localizagéo tumoral
e adaptada a co-varidvel sexo, gerada pelo software estatistico STATA.

Estratos Nivel - Covariavel —
Masculino Feminino
Gastrico 1 Omega Oliveira
Géstrico 2 Oliveira Omega
Géstrico 3 Omega Oliveira
Géstrico 4 Oliveira Omega
Géstrico 5 Oliveira Omega
Gastrico Omega Oliveira
Colorretal 1 Omega Oliveira
Colorretal 2 Omega Oliveira
Colorretal 3 Oliveira Omega
Colorretal 4 Oliveira Omega
Colorretal 5 Omega Oliveira
Colorretal Oliveira Omega
Outros 1 Oliveira Omega
Outros 2 Omega Oliveira
Outros 3 Omega Oliveira
Outros 4 Oliveira Omega
Outros 5 Oliveira Omega
Outros Omega Oliveira

Grupos de tratamento: Omega = GO; Oliveira = GC. Os grupos foram
substituidos por cddigos numéricos para mascaramento do pesquisador.

A aleatorizacdo na distribuicdo dos grupos de tratamento dentro
de cada bloco entre os niveis de estrato foi fornecida pelo Software
estatistico Stata vs. 11.0 para Windows (StataCorp, Texas, EUA).

4.7. SUPLEMENTOS DIETETICOS

Os individuos do Grupo O6mega-3 fizeram ingestdo de 2
capsulas/dia de suplemento dietético concentrado em AGPI n-3
(Omega-3 Concentrate, Tiaraju®, Santo Angelo, Rio Grande do Sul,
Brasil), enquanto que os participantes alocados para o Grupo controle
consumiram 2 capsulas/dia de azeite de oliva (Céapsulas de Oliveira,
Tiaraju®, Santo Angelo, Rio Grande do Sul, Brasil) ambos por cinco
semanas.
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Os suplementos foram ofertados na forma de cépsulas,
produzidas de gelatina (gelificante) e glicerina (umectante). Foram
orientados a realizar a ingestdo das capsulas em dose Unica, em um
horario precedente a uma refei¢do principal, preferencialmente o almogo
0u 0 jantar.

A informacdo nutricional de ambos os suplementos se encontra
na tabela 2.

Tabela 2 - Informacdo nutricional dos suplementos dietéticos

Composto Omega 3 Capsula de oliveira
Concentrate (Quantidade/2 cap.)
(Quantidade/2 cap.) 3,19
3,60
Valor energético 26/106 20/87
(kcal/KJ)
Proteinas (g) 0,7 0,7
Gordura Total (g) 2,5 2,9
Gordura Saturada NS 0,2
(9)
Gordura - 15
Monoinsaturada (g)
Gordura Poli- 1,5 NS
insaturada
AGPI n-3 (g) 1,5 -
EPA (g) 1,0 -
DHA (g) 0,5 -
Acido oleico (g) - 1,3
Colesterol (mg) NS NS

NS: Quantidade ndo significativa
Fonte: Do fabricante: rétulo dos produtos. Confirmada pelo laudo de
analise quimica enviada pelo fabricante.

Ambos os suplementos dietéticos foram doacbes da empresa
Tiaraju®, sem conflito de interesse com o0s pesquisadores e sao
registrados no Ministério da Salde com os nlimeros 6.5204.0082.001-2
(capsulas de oliveira) e 6.5204.0034.001-0 (6mega-3 concentrate).

De acordo com o fabricante, o 6leo concentrado em AGPI n-3 é
importado e apenas encapsulado pela Empresa Tiaraju. Este dleo é
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extraido de sardinha, anchova e cavala, acrescida de um “mix” de
tocoferdis, palmitato de ascorbila e extrato de alecrim. A forma
bioguimica em que estes acidos graxos se apresentam é etil éster. O
segundo é azeite de oliva extra virgem encapsulado, oriundo de
producdo nacional, sem a adi¢do de antioxidantes.

As capsulas foram entregues aos participantes acondicionadas
em frascos opacos e apenas identificados com o cédigo do grupo de
tratamento. A fim de garantir o cumprimento do protocolo de
suplementacdo, foi realizado contato presencial ou telefébnico com o
participante, pelo menos uma vez por semana, para averiguar a
aderéncia ao esquema de suplementacdo, tirar dlvidas e prestar
assisténcia, sempre que foi requerida.

Os participantes foram orientados a registrar e informar ao
pesquisador todo e qualquer efeito adverso da suplementagdo, ao mesmo
tempo que, os contatos de correio eletrbnico e de telefone do
pesquisador e do coordenador do estudo foram disponibilizados para 0s
participantes para que comunicasse qualquer intercorréncia atrelada a
suplementacéo.

4.8. PLACEBO: AZEITE DE OLIVA

A escolha por azeite de oliva como placebo se deve
principalmente ao fato deste apresentar baixa concentracdo de AGPI
(CAVICCHIA et al, 2009), em contrapartida, apresenta alta
concentracdo em acido graxo monoinsaturado (AGMO), em especial o
acido oleico (AO), numa proporc¢do que varia de 50% a 85% do total de
acido graxo (SERVILI et al.,, 2013), além de conter pequenas
guantidades de &cidos graxos livres, glicerol, fosfatados (lecitina),
pigmentos e compostos responsaveis pelo aroma (SERVILI &
MONTEDORO, 2002).

Obtido a partir de azeitonas e por extracdo mecénica, o azeite de
oliva, é reconhecido como peca chave da dieta mediterranica. Possui
efeitos que incluem uma reducdo do risco de céancer, doencas
neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer, sindrome metabdlica
e eventos cardiovasculares (WILLETT et al., 1995; TURNER et al.,
2005). Aproximadamente 36 compostos fendlicos estdo contidos no
azeite de oliva desempenhando um papel chave na promocédo da saude
(CICERALE et al.,, 2009; CICERALE, LUCAS, KEAST, 2012;
BERNARDINI, VISIOLI, 2016). Estudos que investigam o0s
compostos fendlicos do azeite e seus beneficios para a salde humana
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tem se concentrado na inflamacdo, status antioxidante e atividade
antimicrobiana (CICERALE, LUCAS, KEAST, 2012). Todavia,
multiplos fatores influenciam na concentracdo dos compostos
fendlicos no azeite de oliva que incluem a regido de crescimento,
técnicas de cultivo da azeitona, maturidade na colheita,
processamento, armazenamento e a idade da oliveira (CICERALE et
al., 2009).

Quanto ao papel do acido oleico presente no azeite de oliva
pode-se citar a protecdo aprimorada da mucosa gastrica por uma
secrecdo reduzida de &cido cloridrico que ajuda a limitar o risco de
Ulceras e polipos gastricos e/ou duodenais (BERMUDEZ et al., 2011).
No entanto, a evidéncia mais convincente sobre a atividade de promogdo
da salde destte AGMO foi obtida em ensaios de prevencdo
cardiovascular, levando a Food and Drug Administration (FDA), em
2004, publicar “os beneficios no risco de doenca cardiaca coronaria em
ingerir cerca de duas colheres (23 g) de azeite de oliva diariamente,
devido ao seu contetido de AGMO (4cido oleico)”. Recomendacdes da
Organizacdo Mundial de Salde para uma dieta saudavel incluem o
azeite de oliva como uma fonte de gorduras insaturadas que devem ser
preferidos as saturados (WHO, 2015). A American Heart Association
(1999) estabelece um limite de 20% de AGMO do consumo total de
energia diaria em sua diretriz.

Estudos experimentais suportam igualmente o fato de que os
efeitos benéficos do azeite de oliva também sdo devidos aos seus
componentes bioativos menores, entre eles, o acido oleandlico
(ZIBERNA et al., 2017) que juntamente ao A&cido oleico sdo
responsaveis por atividades bioldgicas atribuidas ao azeite de oliva, tais
como anti-inflamatorio, anticancerigenos e gastroprotetora (SANCHEZ-
QUESADA et al., 2013; RODRIGUEZ-MORATO et al.,, 2015).
Estima-se que na dieta mediterranica a ingestdo diaria total de acido
oleandlico seja de cerca de 25 mg (JUAN & PLANAS, 2010).

4.9 CRITERIOS DO MASCARAMENTO

Os participantes do estudo, bem como, os pesquisadores
responsaveis pelo recrutamento, coleta e analises laboratoriais, além do
responsavel pelo tratamento e andlises estatistica dos resultados foram
cegados. As céapsulas correspondentes aos suplementos dietéticos
apresentam aparéncia idéntica e sdo livres de odor, enquanto intactas. O
sabor residual que podera existir é fraco e a orientacdo de consumo
proximo a uma refeicdo principal minimiza a possibilidade do
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participante perceber o sabor. Ambos o0s suplementos estdo
acondicionados em frascos opacos idénticos, e codificados com um
nimero aleatdrio correspondente a lista de randomizacdo. A lista de
randomizacdo foi criada por um programa de computador, conforme ja
mencionado. Apds, os grupos de tratamento foram substituidos por
coédigos numéricos aleatérios com 4 digitos também gerados por um
programa de computador, para que houvesse a ocultacdo da alocacao.
Estas etapas foram realizadas por um pesquisador ndo envolvido com a
pesquisa. O descegamento sé ocorreu apds as analises estatisticas terem
sido efetuadas, caracterizando o estudo como triplo-cego.

4.10. MOMENTOS E DADOS DA COLETA

A coleta de dados foi dividida, para esse trabalho, em dois
momentos: Momento basal - caracterizado como o dia da primeira
quimioterapia do participante e pelo inicio da ingestdo das capsulas dos
suplementos dietéticos: neste momento foram coletados dados de
caracterizacdo dos participantes (dados clinicos e sociodemograficos),
além de amostras sanguineas. Momento Semana 5 - caracterizado como
36 dias ap6s o basal em que uma segunda amostra sanguinea foi
coletada neste momento.

4.10.1 CARACTERIZAGCAO DOS INDIVIDUOS

Os dados de caracterizagdo dos pacientes utilizados nesta
pesquisa ho momento basal foram, dados pessoais: nome completo,
sexo, data de nascimento, procedéncia, endereco residencial, telefone e
nimero do prontuario; Dados clinicos: localizagdo do tumor,
estadiamento, farmacos utilizados, protocolo  quimioterapico,
comorbidezes associadas, perda de peso nos Ultimos meses e cirurgia de
resseccao tumoral pregressa.

As informagdes referentes a “dados pessoais” e “dados
clinicos”, com exce¢do da proporgdo de perda de peso, foram coletadas
dos prontuérios dos individuos no CEPON.

4.10.2. COLETA E PREPARO DO MATERIAL BIOLOGICO

Foram coletados aproximadamente 15 mL de sangue, por um
enfermeiro voluntario, na regido cubital do antebraco de cada
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participante nos momentos basal e Semana 5, utilizando 3 tubos de
ensaio do tipo vacutainer com capacidade para até 10 mL, contendo
anticoagulante heparina sodica (2 tubos) e gel separador (1 tubo). A
coleta foi realizada com o participante em jejum prévio de no minimo 8
horas, no CEPON, previamente a realizagdo do procedimento
quimioterapico.

Os tubos de sangue foram devidamente acondicionados em
caixa térmicos sob uma temperatura inferior a 15°C e transportadas até o
Laboratério de Investigacdo de Doengas Cronicas, Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina, onde
foram processadas. Todos as amostras foram centrifugados no proéprio
tudo de coleta a 2.500 rpm por 5 minutos a uma temperatura aproximada
de 4°C para separacao do plasma e do soro.

4.10.3. DETERMINACAO DE MARCADORES INFLAMATORIOS

As andlises bioquimicas das citocinas (Thl: IL-1B, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12, TNF-a) foram determinadas por citometria de fluxo com
sistema comercial para mensuracdo de citocinas (ensaio citométrico de
esferas ordenadas — CBA) de acordo com as instrucdes do fabricante, no
Laboratério de Investigacdo em Doencas Cronicas, Centro de Ciéncia
Biologicas (CCB/UFSC) utilizando a unidade de medida: pg/mL. O
eicosanoide plasmatico (PGE2) analisado no Laboratorio de imunologia,
Centro de Ciéncia da Saude (CCS/UFSC) através do método de
Sandwich Enzimamunoensaio (ELISA), utilizando para tanto, Kits
comerciais cujas técnicas sdo orientadas pelo fabricante. Unidade de
medida: pg/mL. E as analises das proteinas de fase aguda (PCR e
Albumina) foram avaliadas no Laboratério de Andlise Clinicas do
Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sdo Thiago — UFSC. A PCR
ultra sensivel pelo método turbidimétrico (PELTOLA; VALMARI,
1985), e expresso em mg/L, enquanto que albumina foi determinada
guantitativamente pelo método colorimétrico de verde de bromocresol
(DOUMAS; WATSON; BIGGS, 1971) e expressa em g/dL, utilizando
kits comerciais.

4.10.3.1 CALCULO DA RELACAO PROTEINA C-
REATIVA/ALBUMINA
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A relagdo PCR/Albumina representa um indicador simplificado
do indice de Prognostico Nutricional e Inflamatério — IPIN
(INGENBLEEK; CARPENTIER, 1985), proposto e validado por Corréa
et al. (2002). E calculado pela razdo dos valores de PCR (mg/l) pelos
valores de albumina (g/dL). Os valores classificam quanto aos graus de
risco de complicagdes em: sem risco: <0,4; baixo risco: 0,4-1,2; médio
risco: 1,2-2,0; alto risco: >2,0.

4.10.4. AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL

Peso atual (kg), estatura (cm), dobra cutanea tricipital (mm) e
circunferéncia muscular do braco (CMB) foram aferidas por um
profissional padronizado, seguindo técnicas propostas pela Organizacdo
Mundial da Satde (WHO, 1994).

A altura foi aferida utilizando estadiébmetro acoplado a uma
balanca antropométrica, com comprimento maximo de 2 m e escala de
0,1 cm. O participante estava descalco sem meias finas, 0 minimo de
roupas possiveis, para possibilitar a visualizacdo do posicionamento do
individuo, com o peso distribuido igualmente entre os pés. Os
calcanhares juntos, e a cabeca posicionada de forma que a linha de visdo
esteja perpendicular ao corpo. Os bracos relaxados ao lado do corpo. A
cabeca, costas, nadegas e calcanhares estavam em contato com o
estadibmetro. Uma vez posicionado, o individuo foi orientado a inspirar
profundamente enquanto mantém a posicdo ereta. A haste mével do
estadiémetro foi levada até o ponto mais alto na cabeca do avaliado,
com pressdo suficiente para comprimir o cabelo. Neste momento a
medida foi lida e registrada (WHO, 1994). O peso atual foi aferido em
balanca eletronica de plataforma calibrada com capacidade maxima de
150 kg e escala de 100 g, da marca Toledo® (Empresa Toledo do Brasil,
Sédo Bernardo do Campo, SP, Brasil). O participante se posicionou no
centro da plataforma, imével, sem apoios, com o peso distribuido
igualmente em ambos os pés, livre do excesso de roupas. A leitura da
medida foi efetuada assim que o nimero mostrado no painel digital
estabilizou, sendo este valor registrado. O peso foi aferido antes da
infusdo da quimioterapia, no caso de quimioterapia infusional. O peso
usual foi relatado pelo préprio individuo e registrado (WHO, 1994).

Com essas medidas foi realizado o calculo do indice de massa
corporal — IMC: razdo entre o peso do individuo e a sua altura ao
guadrado. O resultado apresentado em kg/m? e confrontado com valores
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de referéncia para a classificacdo do estado nutricional, propostos pela
World Health Organization (1994).

A dobra cutanea tricipital (DCT) foi aferida usando um
adipdmetro (compasso Lange Skinfold Caliper®, Beta Technology
Incorporated, Santa Cruz, Califérnia, EUA). A pele e o tecido
subcutaneo do participante foi pingado 1 cm acima do ponto médio entre
0 acrbmio e o olecrano, do brago esquerdo. As pingas do adipdmetro
foram posicionadas perpendiculares a dobra, de modo que a dobra
cutanea ficou na mesma direcdo que a posicdo do braco e a leitura foi
realizada. Foram realizadas duas afericGes consecutivas e calculada a
média aritmética das leituras em caso de divergéncia (WHO, 1994).

A adequacdo da DCT foi calculada a partir do resultado da
divisdo entre as medidas obtidas e os valores de referéncia (percentil 50)
de acordo com o sexo e a idade do individuo apresentado por Frisancho
(1990). O resultado desta divisdo foi multiplicado por 100 para ser
apresentado em percentual.

A circunferéncia do braco (CB) foi aferida para posterior
calculo da circunferéncia muscular do braco (CMB). Para sua obtencéo,
localizou-se o ponto médio entre o acrébmio e olecrano, com o brago
flexionado em direcdo ao térax. Ap6s, solicitou-se que o paciente
estendesse o braco ao longo do corpo, com a palma da méo voltada para
a coxa e entdo se contornou o bragco no ponto marcado com uma fita
métrica flexivel de forma ajustada, evitando compressdo da pele ou
folga. A CMB foi obtida a partir dos valores da CB e DCT, e o célculo
de adequacdo da CMB foi realizado por meio da férmula: Adequacéao da
CMB (%) = CMB (cm) x 100 / CMB percentil 50 (FRISANCHO,
1990).

4.11. PROCEDIMENTOS ETICOS

Essa pesquisa tem apreciacdo do Centro de Pesquisas
Oncolégicas (CEPON) cujo protocolo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos do CEPON, no dia 04 de abril
de 2014, com o CAAE n° 24096013.7.0000.0121 e parecer n°® 580.649.
Além disso, este estudo é registrado na plataforma de ensaios clinicos
(Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos - ReBEC).

Todos os participantes foram previamente conscientizados dos
objetivos, riscos e beneficios da pesquisa e s6 foram incluidos apos
concordem em participar de maneira voluntaria e aceitarem as condicdes
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A).
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Nenhum individuo era obrigado a participar do estudo, eles
poderiam se retirar do mesmo a qualquer momento, se assim
entenderem. Todas as informacBes coletadas sdo sigilosas e estardo
disponiveis para o participante, se houver o interesse. Os formularios
preenchidos com as informacgdes coletadas dos participantes estdo em
posse do coordenador deste estudo, Prof. Dr. Erasmo Benicio Santos de
Moraes Trindade, armazenados em arquivo pessoal, localizado na sala
214, Bloco A, Departamento de Nutri¢do, Centro de Ciéncias da Salde,
Universidade Federal de Santa Catarina, por cinco anos apds o término
do estudo, apo6s, serdo incinerados.

O protocolo deste estudo segue os preceitos estabelecidos na
declaragdo de Helsinki (1964) (RICKHAM, 1964) e na Resolucdo do
Conselho Nacional de Salde n° 466 de 2012 (BRASIL, 2013)



50

4 RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados em forma de artigo, conforme as
normas do Programa de P6s-Graduagdo em Nutricdo. Assim sendo, o
presente artigo, que segue, foi escrito de acordo com as instrugdes do
periddico  British  Journal of  Nutrition disponivel em:
https://www.cambridge.org/core/journals/british-journal-of-
nutrition/information/instructions-contributorst#.

4.1 MANUSCRITO

ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS OMEGA-3
PROMOVEM REDUCAO DE IL-6 NO ESTADIAMENTO IV DO
CANCER GASTRICO E COLORRETAL EM INDIVIDUOS COM
TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO: ENSAIO CLINICO
RANDOMIZADO, PLACEBO-CONTROLADO E TRIPLO CEGO

Titulo Curto
Acidos graxos n-3 no cancer gastrointestinal

Palavras-chave: Oleo de peixe, Acidos graxos poli-insaturados n-3,
Céncer gastrico, Cancer colorretal, inflamacéo.

Resumo

Os &cidos graxos insaturados possuem efeitos na prevencdo do
cancer, devido a sua capacidade de modular uma série de respostas
genéticas e imunes. Este ensaio clinico randomizado, prospectivo e
controlado foi conduzido com o objetivo de verificar se a suplementacéo
de 2g/dia de 6leo de peixe altera o perfil de marcadores inflamatorios
sanguineos de individuos portadores de cancer gastrico e colorretal em
tratamento quimioterapico. Trinta e sete individuos foram randomizados
em dois grupos: (a) grupo controle (GC) (n = 18) ingerindo diariamente
2 capsulas de azeite de oliva, ou (b) grupo 6mega-3 (GO) (n = 19)
suplementado diariamente com 2 cpsulas de dleo de peixe (fornecendo
1,5 g/dia de EPA + DHA) durante cinco semanas. Os desfechos (IL-1p,
IL-6, IL-8, TNF-a, PGE2, IL-10, PCR e Albumina) foram avaliados no
momento basal (primeiro dia da quimioterapia) e apds cinco semanas.
Houve alteragdo significativa entre os grupos de estudo na quinta
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semana de suplementacdo com reducédo da IL-6 (p 0,033) no GO quando
comparado ao GC no estadiamento IV do tumor. O GO apresentou
ainda redugcdo média dos demais marcadores pro-inflamatérios e
elevacdo da citocina anti-inflamatéria (IL-10) no estadiamento 1V,
enquanto no estadiamento Ill o GC apresentou reducdo da IL-6 (p
0,021) e PCR (p 0,027). Na andlise global observou-se reducéo da IL-8
(p 0,038) e IL-12 (p 0,027) no GC comparado ao GO. A Relagédo
PCR/albumina indicou reducdo no nimero de pacientes com risco de
complicagbes nutricionais e inflamatérias em ambos o0s grupos
(reclassificacdo de alto para baixo e sem risco), porém sem reducdo
significativa das médias (p>0,05). Estes resultados demonstram que 2
g/dia de 6leo de peixe durante cinco semanas de quimioterapia auxiliam
na modulacdo inflamatéria no estagio mais agravado do cancer
gastrointestinal.

INTRODUCAO

Os tumores compfem-se de uma rede rica em citocinas
inflamatorias que se estende além da protecdo do tecido, desencadeando
a proliferacéo e infiltracdo de mais moléculas inflamatérias que culmina
por contribuir diretamente na sustentacdo do tumor (1-4). Atencdo tem
sido dada a dieta e suplementos dietéticos como uma estratégia
terapéutica no processo inflamatério neoplasico (5). Os acidos graxos
poli-insaturados da familia n-3 (AGPI n-3), especialmente os acidos
graxos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA),
desempenham um papel promissor nesse contexto. Apo6s sua
incorporacdo em constituintes lipidicos sanguineos e em membranas de
células imunes, tumorais e de tecidos, os AGPI n-3 competem com 0s
AGPI n-6 ou a qualquer outro &cido graxo de menor nlmero de
insaturacBes, ocasionando uma variedade de funcdes bioldgicas
relacionadas a membrana celular, tais como fluidez, expressdo de
receptores, transducdo de sinal, interacdo celular, atividade enzimatica
associada a membrana e, em especial, a producdo de eicosanoides com
atividade antitumorigénica (6).

A composicdo lipidica das membranas de células cancerosas
tém implicac6es importantes na sinalizacdo dos processos inflamatorios
(7), a correcdo do balango n-6: n-3, feito por meio da ingestdo de
alimentos fontes de AGPI n-3 auxilia direcionando a um menor
potencial inflamatério (14, 15). Desta forma, os AGPI n-3 sdo referidos
como "quimiopreventivos" termo que se refere ao uso de agentes
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farmacolégicos, nutracéuticos ou produtos naturais bioativos que
previnem ou atrasam o desenvolvimento do cancer (8).

Estratégias que possam reduzir o processo inflamatério, que se
mantém exacerbado no cancer gastrico e colorretal, como a utilizagao de
AGPI n-3, podem prover importantes beneficios para o paciente. Deste
modo, nossa pesquisa busca elucidar os efeitos da suplementacdo de
1,55 g/dia de acidos graxos poli-insaturados n-3 (EPA e DHA) durante
cinco semanas sobre as citocinas plasmaticas da resposta Thl (IL-1p,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a), eicosanoide plasmatico (PGE2) e
proteinas de fase aguda sérica (PCR e Albumina) em individuos
portadores de céancer gastrico e colorretal durante o tratamento
quimioterapico e ainda observar os efeitos no estado nutricional segundo
0 indice de massa corporal (IMC), dobra cutanea tricipital (DCT) e
circunferéncia muscular do brago (CMB).

METODOS EXPERIMENTAIS
DELINEAMENTO DO ESTUDO

Ensaio clinico randomizado, placebo-controlado, triplo cego
(9), realizado em individuos com diagnostico histopatoldgico de cancer
do trato gastrointestinal (estdbmago, intestino, colon, reto e canal anal),
com idade entre 18 a 70 anos, de ambos 0s sexos que iniciaram
tratamento antineoplasico quimioterapico, assistidos e recrutados entre
marco de 2015 e marco de 2016 no Ambulatério do Centro de Pesquisas
Oncoldgicas de Floriandpolis — CEPON, Santa Catarina, Brasil.

Os critérios de elegibilidade dos pacientes foram: idade igual o
maior que 18 anos e menor ou igual a 70 anos; possuir diagnostico
histopatolégico de carcinoma nas localizacbes supracitadas; ndo ter
realizado quimioterapia prévia e ter iniciado o0 tratamento
quimioterapico. Nao foram incluidos aqueles: em tratamento paliativo;
em uso diario de estatina ou farmacos anti-inflamatérios; com alergia a
peixes e derivados; sem condi¢des de ingestdo via oral; submetidos
anteriormente & quimioterapia; portadores de doengas autoimunes ou
cuja patogenia envolva um processo inflamatério; que fizeram uso de
suplementos contendo 6leo de peixe ou AGPI n-3 por um periodo
prolongado (>90 dias), nos seis meses precedentes a sua inclusdo no
estudo; ou ainda, sem condicdes psicoldgicas adequadas de entender o
protocolo do estudo e de assinar o consentimento livre e esclarecido,
bem como, aqueles com distlrbios psicoldgicos previamente
diagnosticados por profissional habilitado. A prescricdo de radioterapia
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concomitante a quimioterapia ndo representou critério para a excluséo
do individuo do estudo.

CALCULO AMOSTRAL

Para o calculo do tamanho da amostra considerou-se: a) 0s
resultados obtidos no estudo realizados em 2008 (10) no préprio
CEPONY/SC e com individuos portadores de cancer colorretal; b) poder
do estudo de 80%; c) intervalo de confianca de 95%; d) acréscimo de
10% referentes a possiveis perdas de seguimento; e) e, calculos
executados no software online OpenEpi®.

Os resultados obtidos indicaram um tamanho amostral minimo
de 44 individuos (20 por grupo de tratamento + 10% de perdas) e
méaximo de 451 individuos. Porém, o tamanho amostral maximo obtido
representa uma propor¢do absoluta maior que a prospeccdo de
incidéncia anual para 2014 e 2015, segundo o INCA, 2016 (11). Por
estes motivos, foram incluidos no estudo todos os individuos elegiveis
gue aceitarem participar e que foram assistidos no CEPON no periodo
determinado para o recrutamento (margo/2015 a marco/2016),
totalizando 37 pacientes, sendo 30 com céncer colorretal e 7 canceres
gastrico.

DESENHO DO ESTUDO

Os individuos elegiveis foram alocados randomicamente em
dois grupos de tratamento: Grupo Controle (GC), o qual fez ingestdo
diaria de 2 capsulas/dia de azeite de oliva e Grupo dmega (GO), o qual
realizou a ingestdo diaria de 2 capsulas/dia do produto contendo AGPI
n-3. Os participantes foram orientados a ingerir duas capsulas/dia
adicional a ingestdo dietética habitual, durante cinco semanas. A
suplementacéo iniciou no primeiro dia da quimioterapia e foi continuado
por 35 dias, caracterizando o momento final, designado de Semana 5.
Os dados para essa analise aconteceram assim em 2 momentos (basal e
semana 5).

A técnica de randomizagdo adotada é do tipo estratificada por
blocos adaptada a co-varidveis (SURESH, 2011). Blocos contendo dois
codigos de alocacdo cada (um para o GC e outro para 0 GO) foram
atribuidos a cada nivel de um respectivo estrato. Por sua vez, cada
cédigo do bloco de cada nivel foi subordinado ao sexo do individuo (co-
varidvel), haja vista que a literatura tem demonstrado que o sexo do
individuo exerce influéncia sobre a concentragdo de marcadores
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inflamatdrios circulantes. A aleatorizacdo na distribuicdo dos grupos de
tratamento dentro de cada bloco entre os niveis de estrato foi fornecida
pelo Software estatistico Stata vs. 11.0 para Windows (StataCorp,
Texas, EUA). Os grupos de tratamento foram substituidos por cédigos
numéricos aleatdrios com quatro digitos também gerados por um
programa de computador, para que houvesse a ocultacdo da alocacao.
Estas etapas foram realizadas por um pesquisador ndo envolvido com a
pesquisa.

Os participantes do estudo, bem como, os pesquisadores
responsaveis pelo recrutamento, coleta e analises laboratoriais, além do
responsavel pelo tratamento e andlises estatistica dos resultados foram
cegados. O descegamento s6 ocorreu apds as andlises estatisticas terem
sido efetuadas, caracterizando o estudo como triplo-cego.

SUPLEMENTOS DIETETICOS

Os individuos do Grupo 6mega (GO) fizeram ingestdo de 2
capsulas/dia de suplemento dietético concentrado em AGPI n-3 (Omega
3 Concentrate, Tiaraju®, Santo Angelo, Rio Grande do Sul, Brasil),
enquanto que os participantes alocados para o Grupo controle (GC)
consumiram 2 cépsulas/dia de azeite de oliva (Cépsulas de Oliveira,
Tiaraju®, Santo Angelo, Rio Grande do Sul, Brasil) ambos por cinco
semanas. Os suplementos foram ofertados na forma de capsulas,
acrescidos de gelatina (gelificante) e glicerina (umectante). Foram
orientados a realizar a ingestdo das capsulas em dose Gnica, em um
horario precedente a uma refeicdo principal, preferencialmente o almogo
0u 0 jantar.

A informagdo nutricional de ambos os suplementos se encontra
na tabela 2.
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Tabela 2 - Informagéo nutricional dos suplementos dietéticos utilizados
neste estudo.

Composto Omega 3 Cépsula de oliveira
Concentrate (quantidade/2 cap)
(quantidade/2 cap) 3,19
3,69
Valor energético 26/106 20/87
(Kcal/KJ)
Proteinas (g) 0,7 0,7
Gordura Total (g) 2,5 29
Gordura NS 0,2
Saturada (g)
Gordura - 15
Monoinsaturada (g)
Gordura Poli- 1,5 NS
insaturada
AGPI n-3 (g) 15 -
EPA (g) 1,0 -
DHA (9) 0,5 -
Acido oleico (g) - 1,3
Colesterol (mg) NS NS

NS: Quantidade ndo significativa
Fonte: Do fabricante: rétulo dos produtos. Confirmada pelo laudo de
analise quimica enviada pelo fabricante.

Ambos os suplementos dietéticos foram doacbes da empresa
Tiaraju®, sem conflito de interesse com os pesquisadores e Ssao
registrados no Ministério da Salde com os nimeros 6.5204.0082.001-2
(capsulas de oliveira) e 6.5204.0034.001-0 (mega-3 concentrate).

De acordo com o fabricante o 6leo concentrado em AGPI n-3 é
importado e apenas encapsulado pela Empresa Tiaraju. Este 6leo é
extraido de sardinha, anchova e cavala, acrescida de um “mix” de
tocoferois, palmitato de ascorbila e extrato de alecrim. A forma
bioguimica em que estes &cidos graxos se apresentam é etil éster. O
segundo é azeite de oliva extra virgem encapsulado, oriundo de
producdo nacional, sem a adi¢do de antioxidantes.

As cépsulas foram entregues aos participantes acondicionadas
em frascos opacos e apenas identificados com o codigo de
randomizacdo. Os participantes foram orientados a registrar e informar
todo e qualquer efeito adverso da suplementacéo.
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PROTOCOLO DE COLETA E PREPARO DO MATERIAL
BIOLOGICO

Amostras sanguineas (15 mL), em jejum de aproximadamente 8
horas, foram coletadas em dois momentos: no dia da primeira
quimioterapia (Basal); e 35 dias depois (5 Semanas). A pungdo venosa
foi realizada na regido cubital do antebraco por um profissional
capacitado. O material foi coletado em tubos a vacuo contendo
anticoagulante (heparina sddica) para a determinacéo de citocinas, e gel
separador para a determinacdo sérica de PCR e albumina. Para a
separacdo, a amostra contendo anticoagulante foi centrifugada a 2.500
rpm por 5 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 extracdo do soro, 0 qual seguiu para a dosagem de PCR
pelo método turbidimétrico e albumina seguindo o método colorimétrico
de verde de bromocresol. Ao final do estudo as aliquotas de plasma
foram descongeladas a temperatura ambiente, homogeneizadas e
imediatamente submetidas a determinacdo de citocinas (IL-1p, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12, TNF-a) e do eicosanoide plasmatico (PGE2) pelo teste
solid phase sandwich ELISA (BD OptEIATM, BD Biosciences, San
Jose, CA; ou eBioscience, San Diego, CA, EUA) conforme protocolos
descritos pelos fabricantes.

RELAGAO PCR/ALBUMINA

O indice da relacdo PCR/Albumina (12) que classifica quanto
ao prognostico nutricional e inflamatério do paciente, foi calculado a
partir da relacdo dos valores séricos de PCR e albumina. As faixas de
classificagdo de risco adotadas foram: sem risco: < 0,4; baixo risco: 0,4;
1,2; médio risco: 1,2-2,0; alto risco: > 2,0.

AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL

Peso atual (kg), estatura (cm), dobra cuténea tricipital (mm) e
circunferéncia muscular do brago (cm) foram aferidas por um
profissional padronizado, seguindo técnicas propostas por Lohman et
al., 1988 (13). Peso e altura foram aferidos com o auxilio de balanca
eletronica de plataforma com estadiémetro vertical acoplado, marca
Toledo® (Empresa Toledo do Brasil, Sdo Bernardo do Campo, SP,
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Brasil). Com essas medidas foi realizado o Indice de massa corporal —
IMC: razdo entre o peso do individuo e a sua altura ao quadrado. O
resultado apresentado em kg/m?2 e confrontado com valores de referéncia
para a classificacdo do estado nutricional, propostos pela World Health
Organization (1995; 2000; 2004; 2008). Todas as medidas
antropométricas foram aferidas seguindo técnicas padrdo (23). A
circunferéncia do brago (CB) foi aferida para posterior calculo da
circunferéncia muscular do braco (CMB). A CMB foi obtida a partir dos
valores da CB e da prega cutanea tricipital (PCT) e o calculo de
adequacdo da CMB foi realizado por meio da féormula: Adequacédo da
CMB (%) = CMB (cm) x 100 / CMB percentil 50 (14).

ANALISE ESTATISTICA

A simetria dos dados foi testada pela aplicagdo do teste de
Shapiro Wilk considerando como independentes 0s grupos de exposi¢do
e 0s momentos do estudo. Os testes t de student ou Mann-Whitney
foram utilizados para testar as diferengas 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 Qui-Quadrado Exato de Fisher foi utilizado
para testar diferencas de varidveis dicotdmicas de caracterizagdo. Para a
apresentacdo, todos os dados foram sumarizados em duas medidas de
dispersdo: media e desvio padrdo, se distribuicdo simétrica; ou, mediana
e intervalo interquartil, se distribuigdo assimétrica. Todas as andlises
foram efetuadas no programa STATA 11.0, versdo para Windows,
licenciado para o Programa de Pds-Graduagdo em Nutricdo — UFSC,
considerando valor de p < 0,05 para significancia estatistica.

PROCEDIMENTOS ETICOS

O protocolo deste estudo segue os preceitos estabelecidos na
declaracdo de Helsinki (1964) (RICKHAM, 1964) e na Resolucdo do
Conselho Nacional de Satde n° 466 de 2012 (BRASIL, 2013).

Essa pesquisa tem apreciagdo do Centro de Pesquisas
Oncoldgicas (CEPON) cujo protocolo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos do CEPON, no dia 04 de abril
de 2014, com o CAAE n° 24096013.7.0000.0121 e parecer n® 580.649.
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RESULTADOS

Foram identificados setenta e seis pacientes elegiveis com
diagndstico de cancer gastrico e colorretal no periodo da pesquisa, desse
total quatorze individuos ndo foram identificados antes do inicio da
quimioterapia e seis ndo concordaram em participar do estudo.
Cinquenta e seis individuos (73,7% da populacdo elegivel) concordaram
em participar e foram randomizados em dois grupos de tratamento,
igualmente vinte e oito pacientes no primeiro e segundo grupo. Houve
perdas de dez e nove individuos para cada grupo respectivamente,
resultando assim em dezoito participantes no primeiro grupo (Grupo
controle - GC) e dezenove no segundo grupo (Grupo dmega - GO),
totalizando trinte e sete pacientes, conforme demonstrado na figura 1.

As caracteristicas basais dos participantes (idade, sexo, fumo,
localizagdo e estdgio do tumor e tratamento anti neoplésico) sdo
demonstrados na tabela 1. Onde os grupos de estudo ndo eram
comparaveis quanto a caracterizacdo de idade, sendo o GC
significativamente mais jovem que o GO (p < 0,05). Ndo houve
diferenca estatistica nas demais variaveis de caracterizagdo.

Os protocolos quimioterapicos, utilizados de forma isolada ou
combinada no tratamento dos participantes foram: Xelox (n = 13),
Xelox + Awvastin (n = 3), FU-LV (n = 10), Folfox (n = 4), FU-
Oxaliplatina (n = 2) e outros (n = 5). As sessfes de quimioterapia por
infusdo eram realizadas a cada 15 ou 21 dias. JA a quimioterapia
domiciliar, caracterizada pela ingestdo do farmaco quimioterapico sob a
forma de drageas/comprimidos, era realizada diariamente.

As andlises de estado nutricional (Peso, IMC, adequagdo da
DCT e CMB) sdo descritas na Tabela 2. Nenhuma diferenca estatistica
foi observada entre 0s grupos para as variaveis antropométricas. Apenas
um individuo foi classificado como desnutrido no momento basal do
GC, sendo reclassificado para eutréfico ap6s a suplementagdo. A
adequacdo da DCT e CMB, apesar de ndo significativas, apresentaram
elevacdo em maior proporg¢do no valor absoluto no GO e menor no GC.

Valores das citocinas e proteinas da fase aguda no momento
basal e apds as cinco semanas de suplementacdo entre 0s grupos sao
apresentadas na tabela 3, expondo uma visdo geral sobre o perfil
inflamatdrio. Observou-se redugdo significativa da IL-12 no GC em
comparagdo ao GO ap6s a suplementacdo, essa reducdo, apesar de
significativa, foi pequena na diferenca de média.

Os valores da relagdo PCR/Albumina foram classificados e
estdo representados na figura 2 comparando 0 momento Basal e 5
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semanas nos grupos de estudo. Observa-se que em numero de
individuos, ambos o0s grupos iniciaram as pesquisas com mais
classificagOes de alto risco e foram reclassificados para sem e/ou baixo
risco apés a suplementacdo. No momento basal a classificacdo de alto
risco era significativamente maior no GC.

As concentracdes plasmaticas das citocinas IL-1B, IL-6, 1L-8,
IL-10, IL-12 e TNF-a, assim como a PGE2 ¢ as proteinas de fase aguda
(PCR e Albumina) foram semelhantes nas localizagcBes do tumor
(colorretal e gastrico) nos grupos de estudo (Tabela 4). Igualmente,
verificou-se as médias dos marcadores de inflamagdo entre o
estadiamento do tumor (Il e IV) nos grupos GC vs GO (tabela 5).
Analise no estadiamento Il ndo foi possivel devido ao nimero reduzido
de participantes. Ocorreram reduges significativas da IL-6 no GO no
estadiamento IV comparado ao GC no estadiamento IV, enquanto a
mesma citocina elevou-se significativamente no GO no estadiamento
I11. Houve, ainda, reducdo média nos marcadores pré-inflamatérios (IL-
1B, IL-6, IL-8, TNF-a, PGE2 e PCR) e aumento da citocina anti-
inflamatdria (IL-10) no GO no estadiamento IV. Observou-se elevacao
significativa da PCR no estadiamento 11 no GO comparado ao GC.

N&o houve efeitos colaterais ou toxicidade influenciada pela
suplementacéo relatada pelos individuos.
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Figura 1 - Fluxograma do recrutamento dos pacientes no

estudo.
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semana; 3 desistiram; 1 | |_]retornaram na 5% semama,
Obito; 1 fazia uso de 1 6bito; 1 fazia uso de
imunonutriente. imunonutriente.

18 Grupo Controle (GC)

19 Grupo Omega-3
(GO)




61

Tabela 1: Caracteristicas dos individuos portadores de cancer gastrico e
colorretal elegiveis para o estudo (n=37).

Grupos
Caracteristicas Grupo GC Grupo GO Valor p
(n=18) (n=19)
Idade (anos) 44,94 53,84 0,049%
(14,38) (12,21)
Sexo
Masculino 11 (61,1) 9 (47,4) 0,402°
Feminino 7 (38,9) 10 (52,6)
Fumo
Fumante atual 4(22,2) 3(15,8)
Ex-fumante 9 (50,0) 5(26,3) 0,213°
Nunca fumou 5 (27,8) 11 (57,9)
Fumante 3(16,7) 1 (5,6) 0,603°
passivo
Localizacdo do
tumor
Colo 10 (55,6) 11 (57,9)
Reto 4 (22,2) 5 (26,3)
Estémago 4 (22,2) 3(15,8) 1,000°
Estagio
2 2(11,1) 5 (26,3) 0,467°
3 11 (61,1) 8 (42,1)
4 5(2,8) 6 (31,6)
Cirurgia
Sim 16 (88,9) 15 (79,0) 0,660°
N&o 2 (11,1) 4(21,0)
Radioterapia
Sim 4(22,2) 2 (10,5) 0,405°
N&o 14 (77,8) 17 (89,5)

Grupo GC = Grupo controle; Grupo GO = Grupo dmega-3. Valores de média (DP)
#Teste T de Student nio pareado

® Teste de Chiz

° Teste de Chi? exato de Fisher
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Tabela 2 - Indicadores do estado nutricional nos momentos Basal e 5
Semanas de acordo com os grupos de estudo (n=37)

Periodo do estudo

Indicadores Basal 5 semanas Valor
P
Peso (kg)
Grupo GC (n=18) 72,5 (12,3) 72,9 (11,7) 0,5642
Grupo GO (n=19) 71,9 (16,1) 72,2 (16,9) 0,547%
IMC (kg/m?) 0,893° 0,888"°
Grupo GC (n=18) 26,3 (4,3) 26,4 (4,0) 0,556 %
Grupo GO (n=19) 26,3 (4,7) 26,4 (4,8) 0,6532
Valor p 0,996° 0,978°
Adequacdo da DCT (%)
Grupo GC (n=18) 109,7 [95,6; 109,9 [91,7; 0,219¢
150,0] 156,5]
Grupo GO (n=19) 95,6 [83,3; 100 [87,0; 0,091¢
125,5] 138,5]
Valor p 0,248 ° 0,421°
Adequacdo da CMB
(%)
Grupo GC (n=18) 92,1[87,1; 92,2 [84,7; 0,898°
100,0] 99,8]
Grupo GO (n=19) 89,8 [81,6; 93,5[82,7; 0,828 ¢
94,5] 97,7]
Valor p 0,557°¢ 0,729°

Grupo GC= Grupo controle; Grupo GO = Grupo 6mega-3; IMC = Indice de massa corporal;
DCT = Dobra cuténea tricipital; CMB = Circunferéncia Muscular do Braco.

2 Teste T pareado

® Teste T ndo pareado
¢ Teste Mann Whitney
9 Teste de Wilcoxon

Valores de média (DP) ou mediana [IQR].
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Tabela 3 — Valores dos marcadores de inflamagcdo nos momentos Basal
e 5 Semanas de acordo com os grupos de estudo (n=37)

Grupos de estudo

Marcadores Inflamatérios Grupo GC Grupo GO Valor p
IL-1B (pg/mL) n=17 n=18

Basal 0[0,00-0,67] 010,00 -0,83] 0,5762

5 semanas 0[0,00 - 0,06] 0[0,00 - 1,20] 0,3042
Valor p 0,380"° 0,837°
IL-6 (pg/mL) n=16 n=19

Basal 1,20[0,67-1,9] 2,06 [0,46-3,92] 0,3712

5 semanas 1,42[0,26-2,40* 2,36 [1,45-4,18] 0,109°
Valor p 0,589"° 0,533"°
IL-8 (pg/mL) n=18 n=18

Basal 22,44 [11,28- 14,95 [10,24- 0,950°
39,21] 63,80]

5 semanas 11,67 [5,33- 22,82 [11,90- 0,038*?
24,87] 56,17]
Valor p 0,058° 0,215°
IL-10 (pg/mL) n=18 n=18

Basal 0,35[0,20-0,52] 0,47[0,31-0,84] 0,223%

5 semanas 0,28[0,18-0,37] 0,54[0,22-0,79] 0,082%
Valor p 0,586° 0,663°
IL-12 (pg/mL) n=18 n=18

Basal 0 [,00-0,00] 0[0,00-0,10] 0,261°

5 semanas 0[0,00-0,00] 0,01[0,00-0,07] 0,027*?
Valor p 0,200° 0,786"°
TNF-a n=17 n=18

Basal 0,28 [0,00-0,97] 0,54[0,00-0,90] 0,498

5 semanas 0,00 [0,00-0,40] 0,41[0,00-0,72] 0,147%
Valor p 0,064° 0,183°
PGE2 (pg/mL) n=18 n=18

Basal 5,77[0,23-8,01] 5,96[0,35-8,00] 0,7522

5 semanas 5,87[0,28-9,75] 5,72[1,30-8,35] 0,887%
Valor p 0,223° 0,266°
PCR (mg/L) n=18 n=18

Basal 7,65[2,40-23,70] 3[2,20-7,90] 0,164°2

5 semanas 2,60[1,80-5,60] 2,95[1,70-3,90] 0,882
Valor p 0,076"° 0,407°
Albumina n=17 n=18

Basal 3,86(0,22)b 3,90(0,26) 0,657°¢

5 semanas 3,87(0,38) 3,69(0,53) 0,285°
Valor p 0,350° 0,244°

Abreviagdes: IL-1f — Interleucina-1 beta; IL-6 — Interleucina-6; I1L-8 — Interleucina-8; IL-10 — Interleucina-
10; IL-12 — Interleucina-12; TNF-o. — Fator de Necrose Tumoral alfa; PGE2 - Prostaglandina E 2; PCR —
Proteina C-reativa; Grupo GC - Grupo controle; Grupo GO - Grupo 6mega-3.

2 Teste de Mann Whitney;

® Teste de Wilcoxon;

¢ Teste t ndo pareado

*Valor de p<0,05

Valores de média (DP) ou mediana [IQR].
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Figura 2 — Relagdo PCR/Albumina nos momentos Basal e 5 Semanas
de acordo com os grupos de pesquisa
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Tabela 4 — Diferenca da mediana dos momentos Basal e 5 Semanas dos
marcadores de inflamacdo de acordo com a localizagcdo do tumor nos grupos de

pesquisa — GC vs GO (n=37)

Var

IL-1B
(pg/mL)

IL-6
(pg/mL)

IL-8
(pg/mL)

IL-10
(pg/mL)

IL-12
(pg/mL)

TNF-a

PGE2
(pg/mL)

PCR
(mg/L)

Albumina

Localizagdo do tumor

Colorretal (n=30)

Gastrico (n=7)

Grupo GC
(n=14)

0,00[-0,6;0,00]

0,14[-0,86;1,12]

-4,66[-21,66;-

0,04]

-0,04[-0,24;0,12]

0[-0,02;0,00]

-0,14[-0,47;0,00]

0,18[-0,23;1,02]

-5,5[-16,8:0,2]

0,15[-0,05;0,35]

Grupo GO
(n=16)
0[0,00;0,34]

0,11[-
1,78;2,44]

-4,23[-
33,14;3,20]

0,08[-
0,12;0,39]

0[-0,04;0,02]
0[-0,94;0,41]
0,53[-

0,62;3,27]

0,40[-
3,2,0,90]

0[-0,3;0,20]

[5)

0,241°

0,908%

0,713%

0,150°

0,600°%

0,827°

0,679°

0,0582

0,171°

Grupo GC
(n=4)
0[-0,48;0,06]

0,76[-
0,97;2,75]

-1,88[-
13,108,81]

0,02[-
0,10;0,26]

0[0,00;0,00]
-0,57[-
0,97;0,00]

0,56
0,20:2,50]

1,0[-
0,55:9,0]

0,15[-
0,50;0,10]

Grupo GO
(n=3)
-0,42[0,83;0,29]

1,54[-
0,38;1,76]

-28,86[-99,93;-
2,84)

-0,41[-
1,45:0,12]
0,01[0,00;0,18]
0[-0,68,0,07]
0,15[0,02;0,32]

-5,3[-7,8;-0,60]

-0,40[-1,40;-
0,10]

P

0,275
a
0,827
a
0,157
a
0,289
a
0,078
a
0,376
a
1,000
a
0,0772

0,289
b

Abreviagoes: IL-1f — Interleucina-1 beta; IL-6 — Interleucina-6; IL-8 — Interleucina-8; IL-10 — Interleucina-
10; IL-12 — Interleucina-12; TNF-a — Fator de Necrose Tumoral alfa; PGE2 - Prostaglandina E 2; PCR —
Proteina C-reativa; Grupo GC - Grupo controle; Grupo GO - Grupo 6mega-3.
& Teste de Mann Whitney
® Teste de Wilcoxon

Valores de mediana [IQR]
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Tabela 5 — Valores dos marcadores de inflamacdo de acordo com o
estadiamento do tumor nos grupos de pesquisa — GC vs GO (n=37) (Continua)
Estadiamento 3 Estadiamento
4
Marcadores Grupo GC Grupo GO Valor p Grupo Grupo GO Valor p
Inflamatérios GC
IL-1pB (pg/mL) 10 8 5 6
Basal 0[0,00;0,00]  0[0,00;1,97] 0,48[0,0  0,21[0,00;0,47
0;0,78] ]
5 0[0,00;0,05]  0,91[0,26;1, 0,00[0,0  0[0,00;0,00]
semanas 30] 0;0,34]
A média 0,00 0,06 0,48 0
Valor p 0,605° 0,583" 0,506 0,201° 0,963° 0,702°
IL-6 (pg/mL) 9 8 4 5
Basal 1,17[0,61;1,28  0,75[0,44;2, 1,85[1,4  3,98[3,12;4,46
] 14] 2;2,44] ]
5 0,55[0,26;1,42  3,17[2,67;6, 361[2,3 1,91[1,25;3,00
semanas 1 91] 4;5,08] 1
A média 0,00 2,44 1,89 -1,10
Valor p 0,726 0,015*° 0,021"*  0,125° 0,437° 0,033%?
IL-8 (pg/mL) 11 5 5 4
Basal 18,95[11,62;32  12,88[10,25; 31,41[11 18,02[17,06;40
,86] 14,48] ,59;39,2 91]
1]
5 12,94[5,30;27,  13,69[10,99; 17,55[8, 11,90[11,54;21
semanas 25] 17,06] 12;24,81 ,28]
1
A média -5,84 2,64 -3,47 -6,84
Valor p 0,240° 0,625" 0,3152 0,312° 0,125° 0,555
IL-10 (pg/mL) 11 8 5 6
Basal 0,25[0,19;0,44  0,32[0,12;0, 0,34[0,3  0,77[0,56;0,97
] 43] 2;0,52] ]
5 0,32[0,20;0,37  0,40[0,27;0, 0,27[0,2  0,83[0,44;1,30
semanas ) 75] 0;0,28] 1
A média 0,08 0,13 -0,07 0,16
Valor p 0,500° 0,250°" 0,386° 0,812° 0,578"° 0,855
IL-12 (pg/mL) 11 7 5 6
Basal 0[0,00;0,00]  0[0,00;0,17] 0[0,00;0,  0[0,00;0,04]
00]
5 0[0,04;0,00]  0[0,00;0,09] 0[0,00;0, 0,01[0,00;0,02
semanas 00] 1
A média 0,00 0,00 0 0,01
Valor p 0,583"° 0,583" 0,766° 0,573"° 0,855° 0,290
TNF-a 10 8 5 6
Basal 0[0,00;0,94]  0,03[0,00;1, 0,48[0,2  0,54[0,14;0,81
29] 8;97] ]
5 0,20[0,00;0,80  0,60[0,44;0, 0[0,00;0, 0,08[0,00;0,28
semanas 1 96] 38] 1
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Tabela 5 — Valores dos marcadores de inflamacdo de acordo com o
estadiamento do tumor nos grupos de pesquisa — GC vs GO (n=37) (Conclus&o)

Estadiamento 3

Estadiamento

4
Marcadores Grupo GC Grupo GO Valor p Grupo Grupo GO Valor p
Inflamatérios GC
A média 0,00 0,33 0,48 0,27
Valor p 0,262° 0,932° 0,369°2 0,125° 0,201° 0,855
PGE2 (pg/mL) 11 7 5 5
Basal 5,67[0,21,7,13  0,46[0,10;1, 6,05[59  6,55[0,15;8,03
] 13] 6;11,84] ]
5 5,61[0,85;7,90  1,26[1,11;1, 9,75[9.0  6,47[3,85;7,22
semanas 1 81] 3;10,72] 1
4 média -0,34 0,53 0,36 0,15
Valor p 0,262° 0,687"° 0,821°2 0,437° 0,812° 0,4652
PCR (mg/L) 9 7 4 5
Basal 8,30[2,40;13,3  2,60[2,20;3, 3,10[1,5  7,90[7,70;10,8
0] 00] 3;19,65] ]
5 2,30[1,80;3,01 3,90[3,05,5,1 4,35[2,7  2,60[1,70;3,00
semanas 5] 3;9,80] 1
A média -1,90 0,9 0,50 -5,3
Valor p 0,097° 0,015*° 0,027°*  0,562° 0,062° 0,221°
Albumina 8 7 4 5
Basal 3,90[3,70;3,90  3,9[3,85;4,1 3,60[3,3  3,50[3,40;3,80
1 5] 0;3,88] 1
5 3,90[3,88;4,00  3,70[3,30;3, 3,50[3,2  3,40[3,00;3,50
semanas 1 90] 5;3,68] 1
A média 0,10 -0,40 -0,10 -0,10
Valor p 0,338" 0,141° 0,004" 0,625" 0,593" 0,702°

Abreviacbes: IL-1p — Interleucina-1 beta; IL-6 — Interleucina-6; IL-8 — Interleucina-8; IL-10 —
Interleucina-10; IL-12 — Interleucina-12; TNF-a — Fator de Necrose Tumoral alfa; PGE2 - Prostaglandina
E 2; PCR — Proteina C-reativa; Grupo GC - Grupo controle; Grupo GO - Grupo Omega-3. A média —
Diferenca de mediana.

2 Teste de Mann Whitney

® Teste de Wilcoxon

*Valor de p<0,05

Valores de mediana [IQR]
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DISCUSSAO

De acordo com o0s nossos resultados, o AGPI n-3 conduziu a
uma diminuicdo significativa da IL-6 (p 0,033) em cinco semanas de
suplementacdo nos individuos com estadiamento 4 de cancer gastrico e
colorretal. Resultados se assemelham ao presente estudo guanto aos
efeitos do AGPI n-3 na resposta inflamatoria em pacientes
com cancer gastrico, em que apresentaram ap0s a suplementacdo, niveis
de citocinas pro-inflamatorias, incluindoa IL-6 significativamente
menores nNo grupo experimental em comparagdo com o grupo controle
(15). lgualmente, ensaios com céancer colorretal relataram reducdo da
IL-6 com a suplementacdo de AGPI n-3 quando comparados ao placebo
(16-18), entretanto, nenhum dos estudos relatados abordam a
comparacao com o estadiamento do tumor.

Nossos resultados abordam uma das primeiras investigacGes
relacionando os efeitos do AGPI n-3 nos marcadores de inflamacdo em
pacientes oncologicos segundo o estadiamento do tumor, conferindo ao
AGPI n-3 capacidade de reducdo de agentes pré-inflamatorios e,
promocao da sintese da citocina anti-inflamatéria (IL-10) nos pacientes
com estadiamento IV do cancer gastrico e colorretal. A nossa hipotese é
gue a administracdo do AGPI n-3 apresenta atuacdo mais eficaz nos
marcadores de inflamacdo em individuos mais graves, enquanto outros
acidos graxos insaturados atuam positivamente em individuos com
menor gravidade.

Estudo randomizado em pacientes
com cancer gastrico e colorretal que receberam emulsdo lipidica
intravenosa enriquecida com AGPIn-3,e 06leode soja no grupo
controle, por via parenteral ndo diferiram nos marcadores pré-
inflamatorios entre 0s grupos, todavia nos pacientes com estresse grave,
houve um efeito atenuante da inflamacdo com o AGPI n-3 (19). A
nutricdo parenteral contendo emulsdo de 6leo de peixe em pacientes
apoOs resseccdo cirdrgica do cancer gastrico diminui ainda, os niveis
de marcadores inflamatérios em comparacdo com o grupo controle em
outro estudo que néo diferenciou estadiamento ou gravidade da doenca
(20). Investigacbes com a suplementacdo oral de 6leo de peixe nos
marcadores inflamat6rios em pacientes com cancer gastrico e colorretal
(16-18, 21) e que ndo apresentaram alteracdo desses marcadores entre 0s
grupos de estudo, igualmente ndo realizaram comparagdes quanto ao
estadiamento. Ja a suplementacdo do AGPI n-3 em outras localizac6es
de tumor em estagio 3, indicou menor produgdo de IL-6 em comparagdo
ao grupo controle ndo suplementado com EPA e DHA (22).
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A IL-6 tem sido diretamente associada ao cancer e as doencas
inflamatorias intestinais, desempenhando um papel critico na modulagéo
da inflamacdo intestinal e na regulacdo da permeabilidade intestinal
(23). Evidéncias sugerem que esta citocina possa regular a gravidade das
doencas inflamatérias (24, 25) e o aumento do nivel da expresséo da IL-
6 pode estar relacionado com baixa fungéo de barreira intestinal (26-28).

O grupo controle, nesta pesquisa, apresentou diminuicdo
significativa das citocinas IL-8 (p 0,038) e IL-12 (p 0,027) na quinta
semana de suplementacdo em comparagcdo com o GO. Esse grupo, que
recebeu o azeite de oliva apresentou reducdo das citocinas pro-
inflamatorias e elevacao da IL-10 no estadiamento |11 da doenca.

Nas doencas inflamatdrias intestinais e no céancer, a IL-8 ¢
produzida principalmente na lamina propria do célon, trata-se de uma
das citocinas pro-inflamat6rias mais importantes na carcinogénese
intestinal (29, 30). Desta forma, agentes nutricionais que inibem a
sintese de IL-8 sdo terapéuticos promissores para estes pacientes. Foi
observada reducdo média da IL-8 no grupo 6mega-3 no estadiamento
IV, esses resultados sustentam as hipo6teses benéficas da suplementacao
do AGPI n-3 para o paciente grave, enquanto o azeite de oliva mostra-se
eficaz no estadio Ill.

Do mesmo modo, a IL-12 atua como um quimioatraente de
macrofagos (33) e os altos niveis sistémicos desta interleucina
contribuem com a resposta das células Thl associada ao tumor (34).
Apesar de significativa reducdo da IL-12 no GC quando comparada ao
GO, as variagbes médias observadas foram relativamente baixas ndo
garantindo que essa reducdo seja de valia para o curso clinico no cancer
gastrico ou colorretal (A média = 0,01). A producdo de IL-12, assim
como de outras citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas e receptores de
guimiocinas é inibida pela IL-10 (33). Nossos resultados apresentaram
aumento médio dos marcadores de IL-10 no grupo dmega-3 e reducédo
média no grupo controle nas cinco semanas de estudo, achado que
sugere a acdo anti-inflamatéria em curto periodo de tempo de AGPI n-3.
Do mesmo modo, Wang et al., 2015 observaram elevac¢éo significativa
no nivel de IL-10 em paciente suplementado com AGPI n-3 em
comparagao ao placebo.

O azeite de oliva, por se tratar de um 4cido graxo
monoinsaturado, se assemelha ao &cido graxo poli-insaturado quanto a
atuacdo no processo inflamatdrio (35, 36). Assim, no presente estudo o
azeite de oliva ndo se comportou como placebo uma vez que nédo foi
neutro quanto aos efeitos metabdlicos. Todavia, a escolha por azeite de
oliva como placebo justifica-se a partir do célculo do indice inflamatorio
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e dietético de diversos Gleos vegetais desenvolvido por Cavicchia et al
(2009) (37) e realizado por Mocellin 2015 (38), no qual, assume-se que
0s nutrientes geram um indice que pode assumir um valor médio
negativo (pré-inflamatério) ou positivo (anti-inflamatdrio), com maior
potencial quanto mais afastado do valor zero forem. Os dleos de soja,
milho, girassol e oliva foram comparados com o suplemento de AGPI n-
3, e apresentaram valores: -2,36, -4,19, -4,47 e -2,34 respectivamente,
ou seja, todos os 6leos descritos apresentam potencial pré-inflamatério
(indice negativo). Todavia, 0 azeite de oliva foi o 6leo com o menor
potencial pré-inflamatério sendo ainda, o 6leo com a menor proporgéo
de AGPI n-6, o qual compete com AGPI n-3 pelas reacdes bioquimicas.

Achados na literatura, entretanto, ratificam os beneficios do
azeite de oliva nos marcadores de inflamacdo, porém, em doencas de
menor gravidade quando comparadas ao cancer (39-43), como na
doenca inflamatoria intestinal, ou ainda, em populacdo saudavel (44-
52).

No presente estudo, ocorreu reclassificacdo no risco nutricional
e inflamatdrio no nimero de individuos em ambos os grupos (do alto
risco para sem e baixo risco), realizado através da relacdo
PCR/Albumina. Quando analisado de forma isolada os marcadores PCR
e Albumina, houve aumento significativo da PCR no GO no
estadiamento 3 do cancer, entretanto, reducdo média nesse mesmo grupo
no estadiamento IV, sendo provavelmente esse o fator que conseguiu
proporcionar a reclassificacdo no risco nesse grupo. Ja o GC apresentou
reducdo significativa da PCR comparada ao grupo ©6mega-3
exclusivamente no estadio 3. Ensaio clinico utilizando o azeite de oliva
como placebo na avaliagdo dos efeitos do AGPI n-3 sobre marcadores
de inflamacdo (53) relatou diminuicdo significativa da PCR no grupo
suplementado com AGPI n-3. Além disso, estudos anteriores do nosso
grupo de pesquisa encontraram diferengas no comportamento da PCR,
com reducdo no grupo suplementado com 6mega-3 e aumento no
grupo controle (10, 54). Em nenhum dos estudos citados foram
observados os estadiamento do tumor para estes resultados.

Para compreensdo dos resultados e dos maltiplos mecanismos
que influenciam o papel dos éacidos graxos no processo inflamatorio
deve-se considerar especificidades inerentes a pesquisa, incluindo a dose
e 0 tempo de suplementacéao, adesdo e absor¢do dos compostos além das
caracteristicas dos individuos. Até o momento, ndo existe uma
recomendacdo com evidéncia suficiente sobre a dosagem e tempo de
suplementacdo de AGPI n-3 para individuos em quimioterapia com
cancer gastrico e colorretal. Nesta pesquisa, 1,5 g de AGPI n-3 em cinco
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semanas reduziu estatisticamente a IL-6, além das médias dos
marcadores pro-inflamatorios (IL-1B, IL-8, TNF-a, PGE2, PCR) em
pacientes oncologicos com estadiamento 4. Estudos observaram
modulacdo benéfica da inflamacdo em pacientes com céancer
gastrointestinal suplementados com AGPI n-3 num tempo inferior
(cinco dias) (17), entretanto ndo estavam em tratamento quimioterapico;
outra analise com suplementacdo em curto prazo (48h) de AGPI n-3
suprimiu a expressdao de TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 em individuos
saudaveis (55); e ainda, individuos saudaveis suplementados por 120
dias com DHA apresentaram diminuicdo da concentracdo de &cido
araquidénico (AA) de 19,8% para 10,7%, além de reduzir a producéo de
PGE2, leucotrieno B4 (LTB4) e a secrecdo in vitro de IL-1p ¢ TNF-a
(56).

A adequada absorcdo e adesdo celular do &cido graxo sdo
fundamentais para o processo de sinalizacdo lipidica e formacdo de
moléculas inflamatérias. Damsgaard et al., 2008 (57) propuseram que
EPA e DHA séo totalmente aderidos as células apés a ingestdo de cinco
mililitros de 6leo de peixe/dia por oito semanas. Contudo, 2g/dia de
oleo de peixe durante 9 semanas foi suficiente para alterar a
composicdo de acidos graxos dos constituintes lipidicos plasmaticos
em pacientes com cancer colorretal (54) num estudo com desenho
semelhante ao nosso.

A diferenga de idade entre os grupos deve ser considerada
nestes desfechos. O grupo que recebeu como suplemento o azeite de
oliva era mais jovem que 0 grupo que recebeu intervencdo com 6leo de
peixe. A faixa etaria pode influenciar, ndo apenas a absor¢do lipidica
como o transcorrer natural do sistema imunoldgico. Tem-se
conhecimento que as alteracBes no sistema imunoldgico apresentam
uma correlacdo inversa com a idade, com efeitos mais nitidos de
dificuldade do retorno a homeostase em pessoas com idade mais
avancada (58). A progressdo da idade pode estar associada ao aumento
dos niveis de cortisol e reducdo dos niveis de d-hidro-epiandrosterona
(DHEA), como consequéncia desse desequilibrio ha inducdo da
producéo de IL-6 e TNF-0, além da diminuigdo da atividade das células
NK (59, 60). A IL-6 jA foi mencionada como a citocina das
gerontologias e é compardvel a PCR quanto ao risco de mortalidade
(61). Adicionalmente, os receptores TLR, componente critico promotor
de cancer gastrico derivado do H. pylori, séo alterados substancialmente
em individuos idosos levando a suscetibilidade aumentada a infecces
(62). A ingestdo alimentar e/ou adesdo celular pode ainda ser
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prejudicada na populagcdo mais idosa devido a presenca comum de
doencas crénicas.

Este estudo apresenta como pontos fortes: a) a originalidade e
precaucdo em avaliar o AGPI n-3 segundo o estadiamento do tumor,
trazendo um novo olhar para a questéo; e b) Somado a possibilidade de
validacgdo e extrapolagdo dos dados encontrados para a populagdo com
cancer gastrico e colorretal elegivel.

Algumas limitacGes devem ser observadas: a) o placebo
utilizado apresenta em sua composicao acidos graxos monoinsaturados
nao sendo totalmente adequadas para estudos que avaliam desfechos
de inflamacéo e, portanto, ndo apresentou caracteristicas de placebo,
apesar do menor valor quando calculado o indice inflamatdrio de
diversos 6leos e menor proporcdo n-6:n-3; b) Os grupos do estudo
eram diferentes quanto a idade, para tanto, recomenda-se que, em
futuras investigacGes, a idade seja considerada na randomizacdo dos
grupos; e c) Ainda, as diferencas metodoldgicas nos estudos com o
mesmo tema limitam a comparacdo dos nossos resultados com outras
pesquisas e, consequentemente, chegar a uma conclusdo sobre a
evidéncia apresentada.

Com base nos resultados encontrados e nas investigacfes acima
mencionadas, sugere-se que estudos futuros avaliem a viabilidade destes
6leos comparando seus efeitos em diferentes gravidades de inflamacéo e
estadiamento do tumor, esperando que os resultados encontrados com o
6leo de peixe sejam uma alternativa adjuvante no tratamento aqueles
pacientes mais grave. Sugere-se a conducdo de novas investigacdes
sobre o efeito do AGPI n-3 no carcinoma gastrico e colorretal com
tratamento quimioterapico e em especial considerando-se diferentes
estadiamento do tumor.



73

CONCLUSAO

De acordo com os resultados, conclui-se que a administracédo
em 5 semanas de acidos graxos poli-instaurados (1,5 g de EPA+DHA)
oriundos da ingestdo diaria de 2 g/dia de dleo de peixe diminui
citocinas pré-inflamatorias no estadiamento IV do tumor (gastrico e
colorretal) e que a suplementacdo de 2 g/dia de azeite de oliva,
diminuiu as citocinas pro-inflamatdrias no estadiamento Ill. Assim,
sugere-se que a potencial acdo terapéutica dos A&cidos graxos
insaturados esta relacionada ao estadiamento da doenca.
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CONSIDERACOES FINAIS

e Nao verificamos alteracGes significativas nos niveis plasmaticos das
citocinas avaliadas (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-0) €
proteinas de fase aguda (PCR e Albumina) com a suplementacéo de
15 g de EPA e DHA nos momentos do estudo, todavia, a
suplementacdo com o 6leo de peixe reduziu significativamente a IL-
6 nos individuos com estadiamento 4 da doenca, além de se mostrar
promissora na reducdo das citocinas pro-inflamatérias e elevacdo da
citocina anti-inflamatéria nos pacientes em situagdo de maior
agravo do cancer gastrico e colorretal.

e As intervengdes ofertadas reduziram o risco de complicagdes
inflamatorias e nutricionais avaliadas pela relagdo PCR/albumina,
reclassificando os individuos de alto para sem e baixo risco,
sugerindo uma possivel alteracdo na resposta hepatica relacionada a
inflamagcdo durante o tratamento e o curso da doenca com a
suplementacéo de acidos graxos insaturados.

e O estadiamento do tumor, nunca antes considerado em ensaios
semelhantes, se mostrou decisivo para a tomada de decis@es clinicas
referente & composicdo do 4acido graxo insaturado a ser
administrado, apresentando maior eficacia do AGPl n-3 em
pacientes com maior agravo da doenga.

e Osindividuos ndo eram semelhantes quanto as caracteristicas basais
(idade) entre os grupos, podendo ocasionar vieses nos resultados.

e O tamanho da amostra apresenta boa validade externa, entretanto
pode ter interferido na ndo significancia em algumas analises.

e Auséncia de estudos com as mesmas populacdes, situac@es clinicas
(quimioterapia) e via de ingestdo ou administragdo limitou a
comparacao dos resultados encontrados.

e Por fim, a suplementacdo de 2 g/dia de 6éleo de peixe em pacientes
portadores de cancer gastrico e colorretal em quimioterapia durante
cinco semanas parece proporcionar reducdo dos valores de
marcadores pré-inflamatdrios em pacientes mais graves exercendo
potencial atividade de reducdo de riscos, recomendando-se que mais
estudos sejam realizados nessa perspectiva, no intuito de comprovar
essa hipétese.
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Apéndice A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE ACIDOS GRAXOS POLI-
INSATURADOS OMEGA-3 NOS MARCADORES DE
INFLAMACAO EM INDIVIDUOS COM CANCER GASTRICOE
COLORRETAL EM TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO: UM
ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO, PLACEBO-
CONTROLADO E TRIPLO CEGO

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado a participar de uma
pesquisa. Por favor, leia com atencdo as informagbes a seguir e se
desejar, discuta com sua familia e com seu medico, para fazer uma
decisdo bem informada. O pesquisador principal é professor doutor do
Programa de Pds-Graduagdo em Nutricdo da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC).

O objetivo do estudo é: Avaliar a efetividade da terapia
nutricional de suplementacdo de 2 g/dia de dleo de peixe em modular a
inflamacdo e o estado nutricional associado ao céncer. Cabe ao
senhor(a) decidir se ira ou ndo participar. Caso ndo queira, ndo tera
nenhuma desvantagem, inclusive em relacéo ao tratamento médico e aos
cuidados que tenha direito a receber. Se decidir participar, o(a) senhor(a)
ird assinar este termo de consentimento, mas mesmo depois de assinado
estara livre para sair do estudo a qualquer momento, basta para isso
informar a sua desisténcia. Isso ndo atrapalhara de maneira nenhuma os
cuidados que recebera.

Caso aceite participar, no inicio, ap6s 5 semanas e ap6s 9
semanas, o(a) senhor (a) sera pesado e serd medida a sua altura; no
Laboratdrio de Andlises Clinicas sera retirado uma amostra de sangue
para avaliacdo bioquimica laboratorial. No momento da coleta de sangue
podera haver alguma dor decorrente da puncdo da pele. Complicagdes
de coleta de sangue rotineira séo raras e geralmente de pequeno porte.
Se houver pequena perda de sangue no local da puncéo geralmente ha
um pequeno desconforto que desaparece em poucos dias.

Alguns individuos irdo consumir duas capsulas de dleo de peixe
(suplemento alimentar) durante nove semanas — 63 dias, ingerindo-as
longe dos horarios das refei¢des principais (almogo ou jantar), engquanto
que, outros, irdo consumir duas capsulas de azeite de oliva. Podera
sentir-se cansado com as perguntas e avaliagdes, porém se necessitar de
uma pausa ou interrupcao tem toda a liberdade para fazé-la. A ingestdo
das cépsulas pode gerar algum desconforto relacionado a digestdo do
alimento, porém o pesquisador e a equipe estardo aptos a lhe dar
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assisténcia. O(a) senhor(a) ndo terd nenhum gasto com a pesquisa e ndo
recebera nada financeiramente por sua participacdo. As capsulas serdo
doadas pelo pesquisador, ele também pagara os exames.

Os potenciais beneficios que serdo avaliados incluem: redugéo
da inflamacéo, manuten¢do ou melhora do estado nutricional, melhora
da qualidade de vida durante o tratamento, incremento do efeito
citotdxico do tratamento por meio do possivel estresse oxidativo gerado
pelo suplemento. Contudo, ndo podemos assegurar que 0S Mesmos irdo
ocorrer.

Algumas informagdes clinicas e de exames laboratoriais serdo
coletados de seu prontudrio. As amostras de sangue coletadas serdo
armazenadas até o final da vigéncia do presente projeto em
biorrepositério (biofreezer) localizado em Laboratério no Departamento
de Nutrigdo — UFSC, para as avaliagBes propostas neste estudo e outras
avaliagcBes importantes que possam complementar os resultados desta
pesquisa. Uma vez vencido esse prazo as amostras serdo descartadas em
lixo hospitalar.

Garantimos que as informacOes fornecidas serdo confidenciais,
apenas o pesquisador e colaboradores terdo acesso aos dados. Nao seréo
tiradas fotos, nem realizadas filmagens ou qualquer tipo de gravacdo das
avaliagBes. Caso seja do seu interesse, todos os resultados das
avaliagBes e acesso as suas amostras coletadas estardo disponiveis, ao
final da pesquisa. Para tanto, basta contatar o pesquisador responsavel,
cujo numero telefonico esta descrito a seguir, identificar-se e declarar
seu interesse nos resultados obtidos de suas avaliagdes.

Esta pesquisa esta pautada nas orientacdes e recomendacdes da
Resolucdo CNS 466/2012 e suas complementares.

O pesquisador entrard em contato uma vez por semana via
telefone. Mas em caso de alguma dlvida ou dificuldade em relacdo ao
estudo, o(a) senhor(a) pode entrar em contato com o pesquisador
responsavel: Erasmo Benicio de Moraes Trindade pelo telefone: (48)
3721-2289 ou e-mail: erasmotrindade@gmail.com

Se tiver dlvidas sobre seus direitos, o(a) senhor(a) pode entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, coordenador
Washington Portela de Souza pelo telefone (48)3721-9206.

BU i , RGo Fone () woevvvennieenn,
fui esclarecido sobre a pesquisa, além de ter lido e entendido todas as
informacOes fornecidas sobre minha participacdo na pesquisa, tive
oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas ddvidas
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foram esclarecidas satisfatoriamente. Eu, voluntariamente, concordo em
participar deste estudo e autorizo a coleta de informagBes do meu
prontuério, além de autorizar a coleta, 0 armazenamento e a utilizacdo
de minhas amostras sanguineas pelo pesquisador para as avaliacfes
pretendidas nesta pesquisa. Ao assinar este termo de consentimento,
estou de pleno acordo com os dados a serem coletados, podendo os
mesmos ser utilizados conforme descrito neste termo de consentimento.
Entendo que receberei uma cOpia assinada deste termo de
consentimento.

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador responsavel

Assinatura do profissional que apresentou o termo

Florianépolis__ / [/



