RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a) autor(a), o texto completo
deste documento sera disponibilizado somente a partir de
26/09/2026.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

HELENA BEATRIZ MOURA MARTINS

Influéncia da suplementacéo de acidos graxos dmega-3 no
metabolismo celular hepatico em ratos tratados cronicamente com

doxorrubicina

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho’, Campus de Botucatu, para obtencdo do titulo

de Mestra em Fisiopatologia em Clinica Médica.

Orientadora: Profa. Dra. Bertha Furlan Polegato

Coorientadora: Marina Monte Gaiato

Botucatu
2026




HELENA BEATRIZ MOURA MARTINS

Influéncia da suplementacao de acidos graxos dmega-3 no
metabolismo celular hepéatico em ratos tratados cronicamente com

doxorrubicina

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho’, Campus de Botucatu, para obtencdo do titulo

de Mestra em Fisiopatologia em Clinica Médica.

Orientadora: Profa. Dra. Bertha Furlan Polegato
Coorientadora: Marina Monte Gaiato

Botucatu
2026



Martins, Helena Beatriz Moura
M386i Influéncia da suplementacdo de acidos graxos 6mega-3
no metabolismo celular hepatico em ratos tratados
cronicamente com doxorrubicina / Helena Beatriz Moura
Martins. -- Botucatu, 2026
66 f. : tabs., fotos

Dissertacao (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Faculdade de Medicina, Botucatu
Orientadora: Bertha Furlan Polegato

1. Hepatotoxicologia. 2. Doxorrubicina. 3. Acidos

_ graxos Omega-3, I_Tituto. —
Sistema de geracao automatica de fichas catalograficas da Unesp. Dados

fornecidos pelo autor(a).




oo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp™®

ATA DA DEFESA PUBLICA DA DlSSERTACAO DE MESTRADO DE HELENA BEATRIZ MOURA
MARTINS, DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FISIOPATOLOGIA EM
CLINICA MEDICA, DA FACULDADE DE MEDICINA - CAMPUS DE BOTUCATU.

Aos 27 de marco de 2026, as 14h, por meio de Videoconferéncia, realizou-se a defesa de
DISSERTACAO DE MESTRADO de HELENA BEATRIZ MOURA MARTINS, intitulada "
INFLUENCIA DA SUPLEMENTACI"\O DE ACIDOS GRAXOS OMEGA 3 NO
METABOLISMO CELULAR HEPATICO EM RATOS TRATADOS CRONICAMENTE COM

Campus de Botucatu

DOXORRUBICINA ". A Comissao Examinadora foi constituida pelos seguintes membros:
Profa. Dra. BERTHA FURLAN POLEGATO (Orientador(a) - Participacdo Presencial) do(a)
Departamento de Clinica Médica ’/ UNESP / Campus de Botucatu - FMB, Profa. Dra.
CAROLINA RODRIGUES TONON (Participacdo Presencial) do(a) Departamento de Clinica
Médica / UNESP / Campus de Botucatu - FMB, Profa. Dra. MARIA ANGELICA MARTINS
LOURENGCO REZENDE (Participagéo‘ Virtual) do(a) Centro Universitario Sagrado Coracao,

Apéds a exposicdo pela mestranda e arguigdo pelos membros da Comissao Examinadora

que participaram do ato, de forma presencial e/ou virtual, a discente recebeu o conceito

Faculdade de Medicina - Campus de Botucatu
Av.: Prof. Mario Rubens Guimaraes Montenegro, s/n®, 18618687
http://www.fmb.unesp.br/pgclinicamedica - CNPJ: 48.031,918/0019-53.



EPIGRAFE



“Deixemos de coisas

Cuidemos da vida

Se nao chega a morte ou coisa parecida
E nos arrasta mogo

Sem ter visto a vida”
Belchior



DEDICATORIA



Aos meus pais, Jandira e Léo, que sdo a base de tudo o que eu sou. Obrigada por cada
renuncia silenciosa, por cada incentivo e por acreditarem em mim mesmo quando o caminho

parecia dificil demais. Esse titulo também é de vocés.

Ao Allan, meu esposo e companheiro de vida, por caminhar comigo em cada etapa, por
compreender minhas auséncias, acolher meus medos e celebrar comigo cada conquista. Seu

amor foi meu combustivel nos momentos mais dificeis.

As minhas irm3s, Léa e Rebeca, por serem meu apoio constante, meu abrigo e minha

alegria nos dias mais desafiadores. Ter vocés ao meu lado torna qualquer jornada mais leve.

A minha tia Nézia, pelo carinho, pelas oracBes e por sempre torcer por mim com tanto

amor.

A Antonio e lva, pelo apoio no processo mais dificil da minha vida. O cuidado e o suporte

de vocés foram essenciais para que eu conseguisse continuar.

Ao Mauricio Lisboa (in memoriam), por todo apoio, pelas risadas compartilhadas e pelos
momentos de alegria que levarei sempre comigo. Sua lembranga permanece viva em meu

coragao.

As minhas amigas — Marina M. Gaiato, Mariana Ferreira, Letycia Netto, Lara Pompiane e
Nayane Vieira — por compartilharem ndo apenas o espaco de pesquisa, mas também risadas,
angustias, aprendizados e crescimento. Vocés tornaram essa trajetdria mais leve, mais forte e

infinitamente mais especial.

Este trabalho carrega um pedago de cada um de vocés.

Amo demais vocés!



AGRADECIMENTO ESPECIAL



A Profa. Dra. Bertha Furlan Polegato, minha orientadora, minha profunda e sincera
gratiddo. Obrigada por acreditar em mim, pela orientacdo segura, pela exigéncia que me fez
crescer e pela confianca ao longo de toda essa jornada. Sua dedicacdo a ciéncia e a formacdo de

pesquisadores é inspiradora, e sou imensamente grata por cada ensinamento.

A minha coorientadora e amiga, Dra. Marina Gaiato Monte, agradeco n3o apenas pela
contribuicdo cientifica essencial para este trabalho, mas também pelo apoio constante, pelas
conversas, pelos conselhos e pela amizade construida ao longo desse caminho. Sua presenca

tornou os desafios mais leves e as conquistas ainda mais significativas.



AGRADECIMENTOS



A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo

financiamento da minha bolsa de mestrado.

Aos docentes do grupo Remodelacao Cardiaca e Nutricdo (RECAN), Prof. Dr. Leonardo A.
M. Zornoff, Prof. Dr. Marcos F. Minicucci, Profa. Dra. Paula S. A. Gaiolla, Prof. Dr. Sergio A. R. de
Paiva e Prof. Dra. Carolina Rodrigues Tonon pela contribuicdo cientifica e pelas valiosas

discussOes que enriqueceram este trabalho.

Aos integrantes e ex-integrantes do RECAN pela parceria e amizade que desenvolvemos

durante esse tempo. Vocés foram essenciais para realizacdo desse estudo.

Aos funciondrios da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX), em especial, Paulo C.

Geogerte e Sara R. S. Sampaio pelo suporte.

Aos funcionarios da pos-graduacdo da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB).

Muito obrigada!



SUMARIO



1 2(0] 01U 7Y IR 17

HIPOTESE.....iuetetieiieteteat ettt ettt ettt ettt ettt b et se s s et e st et et eae b et et et et et ese s esesese st eseneas 24
OBJETIVO ...ttt ettt ettt ettt et ettt aeaess et et et et et et et et essanssas s s s esesesesene 26
MATERIAL E METODOS ......ocuiuiitetieiitetetet sttt te et ettt st ettt ss s esese st st esess st esesess s seseneas 28
RESULTADOS ....ocvvtetetceeeceeeee ettt ettt e sttt et et et e s e s s e sssasas s st es et eseseseseseseseasanasessaeas 37
DISCUSSAD ......evveveveteeceeeeeeeeee et te ettt se s e ettt e s et et et et et et easasasss s s et et et et eseseseanaessanaesaseas 4646
CONCLUSAO ...ttt ettt ettt ettt s e aess s st et et et et et et eseanasas s s esasesesesne 53
REFERENCIAS ......cuieveteteeteteteteee ettt et ettt et et ae e st st et et ae et et et eae et et et eas et etesess et eseas s esesese s eteseneas 55

ANEXOS .. e e e e et e e e e st e aaaaaas 61



Lista de tabelas

Tabela 1. Marcadores do dano oxidativo e atividade das enzimas antoxidantes ................... 44

Tabela 2. Analise da atividade das enzimas do metabolismo energético celular................... 44

Lista de figuras
Figura 1. Delineamento dO @StUAO.......uuuuuuuui s 31
Figura 2. Consumo de racdo e evolucdo de peso Corporal......cccvveeeeieeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeereeeeneen 38

Figura 3. Peso absoluto do figado e peso hepatico normalizado pelo peso corporal dos animais

LI (0o =T Lo LSOO P PP PPPRPN 39
Figura 4. Andlise histologica do tecido hepPAtiCO......uuvvriiiieiiieiiiiiieci e 40
Figura 5. Expressao dos complexos |, 11, lll e V do coquetel OXPHOS e da proteina CPT-1.....41
Figura 6. Lipideos SEricos @ BlICEMIA. ...cuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e eee et e e e e e e e ea b 42
FIZUIa 7. TGO € TGP SAIICOS. . .uuuueiiiieiiiieeiiiieeieeeeeeeettieee e e e e e e eeeet b eeeeeeeeseesarabaeeeeeeeseessrrraeees 43

Lista de quadros

Quadro 1. Composicdo do acido graxo 6mega 3......ccooeiiiiiiiiiiiii e, 29



RESUMO



Introducdo: A doxorrubicina é um quimioterapico altamente efetivo contra diversos tipos de
cancer, porém apresenta efeitos colaterais sistémicos graves, como a hepatotoxicidade. Um dos
mecanismos envolvidos na lesdo hepatica € a disfuncdo mitocondrial, que é acompanhada de
aumento do estresse oxidativo, dislipidemia e hiperglicemia. Os acidos graxos émega-3 sao
capazes de reduzir a deposicao de gordura no figado e possuem efeitos anti-inflamatérios, o que
poderia contribuir para a prevenc¢ao da doenca hepatica. Entretanto, é desconhecido o seu efeito
no metabolismo celular e na biogénese mitocondrial hepatica em animais tratados com
doxorrubicina. Objetivo: Avaliar a influéncia da suplementacdo de &acidos graxos dmega-3 na
hepatotoxicidade induzida pela doxorrubicina em ratos. Material e Métodos: Foram utilizados
ratos Wistar machos (n=48); alocados em 4 grupos: controle (C), administracao de acidos graxos
0mega-3 (W), administracdo de doxorrubicina (D) e administragdo de doxorrubicina + &cidos
graxos 6mega-3 (DW). Os acidos graxos 6mega-3 (400 mg/kg/dia) foram administrados via
gavagem por 6 semanas. Apos 2 semanas do inicio da administracéo de acidos graxos 6mega-
3, foi iniciada administracdo de doxorrubicina (4 mg/kg, ip, 1x/semana) por 4 semanas. Foi
realizada eutanasia dos animais para coleta de material biolégico, utilizado para dosagem de
perfil lipidico e glicemia séricos, western blot do tecido hepatico para as proteinas envolvidas na
din&dmica e no funcionamento mitocondrial e atividade das enzimas envolvidas no metabolismo
glicidico e lipidico no figado. A andlise estatistica foi feita por GLM (Generalized Linear Model)
com distribuicdo gama e considerado p < 5% para todas as analises. Resultados: A
doxorrubicina causou perda de peso corporal, aumento do estresse oxidativo, alteracdes no
metabolismo energético e piora no perfil lipidico e glicémico, além de alterar as enzimas TGO e
TGP. A suplementacéo de acidos graxos 6mega-3 atenuou parcialmente o estresse oxidativo e
modulou a atividade das enzimas aldolase, citrato quinase e piruvato quinase no metabolismo
energético, mas ndo foi capaz de reverter as alteracdes bioguimicas séricas. Esses achados
sugerem que os 4cidos graxos 6mega-3 exercem efeitos protetores parciais no figado de animais
tratados com doxorrubicina. Concluséo: A suplementacdo de acidos graxos 6mega-3 atenuou
parcialmente os efeitos hepatotoxicos induzidos pela doxorrubicina, promovendo reducéo dos
marcadores de estresse oxidativo e modulagdo da atividade de enzimas relacionadas ao
metabolismo energético hepético. Contudo, nédo foi capaz de reverter as alteragdes bioquimicas
séricas nem de restaurar completamente a fungdo mitocondrial comprometida, indicando efeito

protetor parcial frente a hepatotoxicidade induzida pelo quimioterapico.

Palavras-chave: hepatotoxicidade; doxorrubicina; acidos graxos ©&mega-3; mitocéndria;

dislipidemia; hiperglicemia.



ABSTRACT



Introduction: Doxorubicin is a highly effective chemotherapeutic agent against various types of
cancer; however, it presents serious systemic side effects, such as hepatotoxicity. One of the
mechanisms involved in liver injury is mitochondrial dysfunction, which is accompanied by
increased oxidative stress, dyslipidemia, and hyperglycemia. Omega-3 fatty acids can reduce fat
deposition in the liver and have anti-inflammatory effects, which could contribute to the prevention
of liver disease. However, the effects of these compounds on cellular metabolism and hepatic
mitochondrial biogenesis in animals treated with doxorubicin remain unknown. Objective: to
evaluate the influence of omega-3 fatty acid supplementation on doxorubicin-induced
hepatotoxicity in rats. Material and methods: Forty-eight male Wistar rats were used and
allocated into four groups: control (C), omega-3 administration (W), doxorubicin administration
(D), and doxorubicin + omega-3 administration (DW). Omega-3 (400 mg/kg/day) was
administered by gavage for six weeks. Two weeks after starting omega-3 administration,
doxorubicin (4 mg/kg, intraperitoneally, once a week) was administered for four weeks. Animals
were euthanized to collect biological samples, which were used to measure serum lipid profiles
and glucose levels. These samples were also used to perform western blotting on liver tissue to
identify proteins involved in mitochondrial dynamics and function, and to assess the activity of
enzymes involved in hepatic glucose and lipid metabolism. Statistical analysis was performed
using a Generalized Linear Model (GLM) with a gamma distribution, and significance was
considered at p < 0.05. Results: Doxorubicin treatment resulted in body weight loss, increased
oxidative stress, alterations in energy metabolism, worsening of lipid and glycemic profiles, and
changes in ALT and AST enzyme levels. Omega-3 fatty acid supplementation partially attenuated
oxidative stress and modulated the activity of aldolase, citrate kinase, and pyruvate kinase in
energy metabolism; however, it did not reverse the serum biochemical alterations. These findings
suggest that omega-3 fatty acids exert partial protective effects on the liver of doxorubicin-treated
animals. Conclusion: Omega-3 fatty acid supplementation partially attenuated doxorubicin-
induced hepatotoxic effects by reducing oxidative stress markers and modulating the activity of
enzymes related to hepatic energy metabolism. However, it was not able to reverse serum
biochemical alterations nor fully restore mitochondrial function, indicating a partial protective

effect against chemotherapeutic-induced hepatotoxicity.

Keywords: hepatotoxicity; doxorubicin; omega-3 fatty acids; mitochondria; dyslipidemia;

hyperglycemia.
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O cancer esta entre as principais causas de morte no mundo. Estimativas do
Global Cancer Observatory indicam que, em 2020, ocorreram aproximadamente 19,3
milhdes de novos casos de cancer e cerca de 10 milhdes de 6bitos pela doencga no
mundo, configurando-se como um importante problema de salde publica mundial.
Projecdes apontam que o niumero de novos casos pode ultrapassar 28 milhdes até
2040, impulsionado principalmente pelo envelhecimento populacional e pelo aumento
da exposicdo a fatores de risco modificaveis (2). No Brasil, segundo o Instituto
Nacional de Cancer (INCA), séo estimados cerca de 704 mil novos casos de cancer
para o triénio 2023-2025, com maior incidéncia dos canceres de pele ndo melanoma,
mama, prostata, colorretal, pulmdo e estdmago, reforcando a relevancia
epidemiologica da doencga no contexto nacional (3).

A quimioterapia esta entre os tratamentos oncoldgicos mais utilizados. A
doxorrubicina € um quimioterapico da classe das antraciclinas amplamente utilizado
desde a década de 60. Ela é produzida a partir da espécie Streptomyces peucetius e
seu mecanismo de agao envolve a interacdo com o DNA que resulta em um complexo
genotéxico DNA-doxorrubicina, que inibe a enzima topoisomerase 2 e gera morte
celular. Clinicamente, a doxorrubicina € empregada no tratamento de neoplasias
sélidas e hematoldgicas, incluindo cancer de mama, linfomas de Hodgkin e nao
Hodgkin, leucemias, sarcomas de partes moles e 0sseos, cancer de pulmao, ovario,
bexiga e tumores pediatricos, sendo frequentemente utilizada em esquemas
guimioterapicos combinados devido a sua elevada eficacia antitumoral (4). Apesar
disso, sua acdo sistémica resulta em diversos efeitos colaterais como
cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e a hepatotoxicidade (5,6).

A hepatotoxicidade induzida pela doxorrubicina € caracterizada por alteracdes
histopatolégicas como aumento do infiltrado mononuclear, congestéao vascular, leséo
hepatocelular e necrose (7). Esses efeitos decorrem de diversos mecanismos
fisiopatoldgicos, entre os quais se destaca a geracdo excessiva de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) durante o metabolismo da droga. A
producdo aumentada dessas espécies reativas promove estresse oxidativo que
resulta na disfuncdo mitocondrial, alteracdo do metabolismo energético celular e,
consequentemente, no dano hepatocelular (7,8).

As mitocondrias sdo organelas altamente especificas, responsaveis pelo

controle, principalmente, do metabolismo energético celular. Sob estimulos
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fisiologicos, como exercicio fisico e mudancas dietéticas, as mitocondrias podem
aumentar em numero e tamanho, processo denominado biogénese mitocondrial.

Por ser uma organela dindmica, a mitocondria apresenta ciclos de fuséo e
fissdo. Esses processos desempenham papel fundamental na manutencdo da
gualidade e da integridade mitocondrial, estando diretamente envolvidos na regulacéo
da atividade mitocondrial, apoptose, homeostase do calcio intracelular e sobrevivéncia
celular (10,11). O processo de fuséo € ativado em condicdes de déficit energético ou
situacdes de estresse celular. A proteina Atrofia Otica | (OPA1) é responséavel por
mediar a fusdo da membrana interna da mitocondria, enquanto as proteinas
Mitofusina | (Mfn1) e Mitofusina Il (Mfn2) medeiam a fusdo da membrana externa da
organela. Esse processo gera mitocondrias com maiores dimensdes e capacidade
metabolica superior as mitocondrias convencionais, o que favorece a reducdo da
producéo de EROs (11,12). De modo oposto, a fissdo ocorre quando a célula é
exposta a ambiente com excesso de nutrientes. A interagcdo entre a Proteina 1
Relacionada com a Dinamina (Drpl) e Proteina de Fissao 1 (Fisl) promove a divisdo
mitocondrial, processo que contribui para a remocao de mitocondrias danificadas por
meio de mecanismos de controle de qualidade mitocondrial (11, 13).

A alta afinidade da doxorrubicina pela mitocndria se da pela presenca
abundante da cardiolipina, um fosfolipidio da membrana interna dessa organela. A
ligacdo do quimioterapico com a cardiolipina bloqueia a ligacdo e a ativacado de
enzimas essenciais para producédo de ATP. Na mitocondria, a doxorrubicina pode ser
reduzida ao reagir com o complexo | da cadeia fosforilativa, gerando a semiquinona
gue, posteriormente, reage com oxigénio (O?), dando origem as EROs, com destaque
para superoxido (O%) e perdxido de hidrogénio (H202). (14). O desbalanco entre a
formacdo das EROs e a capacidade antioxidante enddégena gera um estado celular
pré-oxidativo, que leva a lesédo de proteinas celulares, DNA e lipideos de membrana,
situacdo denominada estresse oxidativo.

Nessas situacdes de estresse oxidativo exacerbado, ocorre intensificacdo da
peroxidacdo lipidica das membranas celulares, com maior formacdo de
malondialdeido (MDA), maior incorporacdo de radicais carbonil as proteinas,
alterando suas conformacdes, além da redugéo dos agentes antioxidantes endégenos
(15). Além disso, as EROs podem ativar fatores de transcricdo, como o fator nuclear
kKB (NF-kB) via IKK, resultando em maior expressédo de citocinas pro-inflamatérias
(16,17).
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