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RESUMO

Estudos acerca da influéncia do estresse oxidativo sobre o equilibrio cutaneo,
sobretudo por seus efeitos devastadores sobre a integridade da pele, séo
essenciais para a proposicao de estratégias de intervencao preventivas para o
desenvolvimento do cancer de pele. O objetivo do estudo foi comparar o estresse
oxidativo de individuos que tiveram e ndo tiveram cancer de pele ndo melanoma e
avaliar o efeito da suplementagdo combinada de vitaminas C, E e mineral Zinco no
estresse oxidativo de individuos que apresentaram a doenca. O estudo foi dividido
em duas fases: a fase 1 foi estudo transversal com controles, cuja populagao foi
constituida por pessoas saudaveis (n = 24) e 0 grupo casos constituido por
individuos que apresentaram cancer de pele ndo melanoma ja submetidas a
tratamento cirargico (n = 60). E a fase 2 um ensaio clinico randomizado e duplo
cego onde os pacientes do grupo caso foram randomizados em dois subgrupos:
grupo placebo (n = 34) e grupo suplementado (n = 26) com 50 mg de vitamina C,
60 mg de vitamina E e 40 mg de Zinco durante 8 semanas. As amostras de
sangue dos sujeitos foram obtidas no periodo basal e apds intervencdo para a
avaliagdo dos biomarcadores de estresse oxidativo (F2-isoprostano, nitrito,
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e capacidade antioxidante
total). O consumo alimentar habitual e o estado nutricional dos sujeitos foram
avaliados. Para identificacdo dos fatores associados ao cancer de pele foi utilizada
a analise de regressao logistica univariada e multivariada. O nivel de significancia
adotado para este estudo foi de 5%. A maioria dos pacientes estudados foram do
sexo feminino com idade superior a 50 anos. Os pacientes do grupo caso
apresentaram mais elevadas concentragées séricas dos biomarcadores de
estresse oxidativo, sendo que as concentragbes de F2-isoprostano estavam
significativamente mais elevadas em comparacdo com o0s controles. Apos
suplementacdo nao existiu diferenca estatistica entre os grupos placebo e
suplementado em relagdo aos marcadores de estresse oxidativo. A idade e o F2-
isoprostano podem ser marcadores de risco para o cancer de pele nao melanoma,

a cada ano a mais para o fator idade aumenta em 12% a chance de cancer e cada
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unidade a mais na medida do marcador aumenta em 4% a chance de cancer. Os
resultados mostraram prevaléncia de sobrepeso no grupo controle com diferenca
estatistica significativa em relagdo ao grupo caso. As concentrac¢oes dietéticas dos
minerais antioxidantes zinco, cobre e selénio do grupo caso foram
estatisticamente inferiores em relacdo aos controles e ndao houve diferenca
estatistica nas concentracbes dietéticas dos nutrientes antioxidantes entre os
grupos suplementado e placebo. Este estudo sugere que pessoas diagnosticadas
com cancer de pele ndo melanoma e que no momento da realizagdo da pesquisa
nao mais apresentavam a doenca, mostravam elevado estresse oxidativo, quando
comparadas a pessoas saudaveis. A suplementacao de antioxidantes pelo periodo
de tempo realizado no trabalho ndo provocou reducdo significativa nas
concentragbes dos marcadores de estresse oxidativo dos pacientes. O estudo
ainda sugere que o marcador de estresse oxidativo F2-isoprostano pode ser
utilizado como um fator de risco para o desenvolvimento do cancer de pele nao

melanoma.

Palavras-chave: Neoplasias cutdneas; Estresse oxidativo; F2-isoprostanos;

Suplementos dietéticos; Antioxidantes; Biomarcadores.



ABSTRACT

Studies investigating the influence of oxidative stress on skin homeostasis,
especially for its devastating effects on skin integrity, are essential for the
development of preventive intervention strategies for skin cancer. The goal of this
study was to compare the concentrations of oxidative stress biomarkers in blood
between individuals with and without non-melanoma skin cancer and evaluate the
effect of combined supplementation with vitamins C, E, and the mineral zinc on
oxidative stress in patients who had non-melanoma skin cancer. The study was
divided into two stages: stage 1 was cross-sectional study with controls, whose
population consisted of healthy subjects (n = 24) and the case group included
subjects who had non-melanoma skin cancer no longer undergoing surgery (n =
60). The phase 2 a randomized, double blind clinical trial where patients in the
case group were randomized into two groups: placebo (n = 34) and supplemented
group (n = 26) with 50 mg of vitamin C, 60 mg vitamin E and 40 mg zinc for 8
weeks. Blood samples were taken from the subjects before and after intervention
to evaluate levels of oxidative stress biomarkers (F2-isoprostane, nitrite,
thiobarbituric acid reactive substances [TBARS]) and total antioxidant capacity).
The usual food consumption and nutritional state of the subjects were also
evaluated. Multivariate and univariate logistics regression analysis were used to
identify factors associated with the development of skin cancer.The level of
significance adopted for this study was 5%. The majority of participants were
women over the age of 50. The patients in the case group had higher serum
concentrations of oxidative stress biomarkers, and the levels of F2-isoprostane
were significantly higher than the controls. After antioxidant supplementation there
was no statistical difference in the markers of oxidative stress among the placebo
and supplemented groups. Age and F2-isoprostane may be effective biomarkers
for estimating the risk of non-melanoma skin cancer development. Moreover, the
risk of cancer increases with age at a rate of 12% per year, while an increase in

concentration of these biomarker in blood increases the risk of cancer by 4%.
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These results showed a prevalence of excess weight in the control group with
significant statistical difference from the case group. The dietary intake of the
mineral antioxidants zinc, copper, and selenium of the case group were
significantly lower than the control group, and there was no statistical difference in
the dietary intake of the antioxidant nutrients among the supplemented and
placebo groups. This study suggests that people diagnosed with non-melanoma
skin cancer and those in remission at the time of the study, exhibited higher levels
oxidative stress than healthy individuals. The antioxidant supplementation by
period the work performed did not cause significant reduction in serum
concentrations of oxidative stress biomarkers of the patients. The results suggest
that the concentration of the oxidative stress biomarker, F2-isoprostane, may serve

as risk factor for non-melanoma skin cancer development.

Key-words: Skin neoplasms; Oxidative stress; F2-Isoprostanes; Dietary

supplements; Antioxidants; Biomarkers.
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Mesmo com grandes esforcos para o diagnostico precoce e novos
tratamentos, o cancer ainda apresenta alta incidéncia mundial. No Brasil, os tipos
mais incidentes de céancer, a excegcao do cancer de pele do tipo ndo melanoma
(CPNM), sao os canceres de préstata e de pulmdo no sexo masculino e os

n , . 1 .
canceres de mama e do colo do uUtero no sexo femlnlno( ). Estima-se uma

incidéncia mundial para o ano de 2020 de 15 milhdes de novos casos, sendo que

~ , JORT . 2
60% destes ocorrerdao em paises de media e baixa renda®.

O CPNM representa o mais comum tipo de cancer, cerca de 182 mil novos

(1

casos para o ano de 2014 no Brasil ) Apresenta-se na forma de carcinoma

basocelular (CBC) e carcinoma espinocelular (CEC)“’S), sendo o CBC a neoplasia

maligna mais frequente correspondendo a 70-80% dos tumores cutaneos (.3),

Fatores ambientais exercem forte influéncia no processo tumorogénico
desse cancer, razdo pela qual ocorrem variagdes em suas incidéncias em
diferentes localizagdes geograficas e em diferentes condicbes ecoldgicas e

etnias(4’5).

Ha subestimativa em seus dados de prevaléncia, devido ao sub-registro (5),

uma vez que técnicas nao excisionais de tratamento nao implicam em notificacdo
compulsoéria por parte dos servigos especializados; portanto, a contribuicdo desse

tipo de cancer no contexto doenga do pais ultrapassa as estimativas oficiais (16),

A Campanha Nacional de Prevengdo de Céancer de Pele realizada em
Teresina em 2011, em conjunto com a Sociedade Brasileira de Dermatologia,
avaliou 406 pessoas que procuraram voluntariamente a Clinica Dermatoldgica de
um hospital de referéncia nesta cidade e revelou uma incidéncia de cancer de
Pele ndo melanoma em 12,3% desta populacédo, com predominancia de CBC em
77,1% dos casos e 54,0% concentravam-se no sexo feminino. Entre os sujeitos
que apresentavam cor de pele branca, 61,5% apresentavam CBC e 28,1%
apresentavam CEC e daqueles com cor de pele parda, 85,7% apresentavam

cec!”.
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A pele é o maior 6rgao do corpo e serve como importante conexao entre o
ambiente e o0 organismo para proteger este de agentes fisicos, quimicos e

(8.9) que sao capazes de alterar a estrutura e funcéo

microbiolégicos agressores
da pele, por induzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de

nitrogénio (ERN) ©.

Estas espécies sdo fundamentais para manter a sobrevivéncia e a
homeostase celular, quando em condi¢cées de equilibrio entre sua formacéo e
remocgao. Porém, quando ha alteracées acentuadas neste equilibrio, um estado

L . , (8,9
pré-oxidante é gerado, levando assim ao estresse oxidativo ®9)

Logo, estudos acerca da influéncia do estresse oxidativo sobre o equilibrio
cuténeo, sobretudo por seus efeitos devastadores sobre a integridade da pele, séo
essenciais para a proposicao de estratégias de intervencao preventivas, com o fim
de romper a cadeia multifatorial responsavel por essa fragilidade. Afinal, o sucesso
na prevencao do CPNM depende de uma abordagem simples e de baixo custo,
incluindo protecdo a exposicao ao sol, educacdo em saude com conscientizacao
da necessidade de monitoracdo de novos sinais e manchas na pele ou mudanga

nas caracteristicas destas, detectando assim possiveis alteracées sugestivas de

malignidade (1.2)

Exposicao cronica as radiagdes ultravioletas A e B constituem importante

. A 10,11
fator de risco para o cancer de pele (10.11)

. As radiac6es ultravioletas B (RUV B)
sdo mais efetivas em induzir alteracbes génicas no acido desoxirribonucléico
(DNA) com producdo de dimeros de ciclobutano de pirimidina (CPD) e
fotoprodutos, os quais estdo envolvidos em mutagdes nas células epidérmicas e

. ] ] 10
desenvolvimento de células cancerigenas (10

Se a freqiéncia de eventos
danosos excede a capacidade de reparacdao do DNA, pode desencadear a
formagéo e progressdo do tumor 120 estresse oxidativo gerado pela excessiva

exposi¢ao solar exerce grande efeito sobre o sistema imune cutaneo, induzindo a
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um estado de imunossupresséao local ( )

antitumoral (6).

, comprometendo o sistema de defesa

Pesquisas direcionadas aos mecanismos para o restabelecimento do
equilibrio redox da pele como estratégia de prevengdo ou tratamento para o
CPNM tem sido estimuladas e o uso de antioxidantes desponta como uma

, : 13,14
alternativa promissora >4

. Acumulam-se evidéncias de que os antioxidantes
promovem um rapido reparo dos danos oxidativos (por meio do sequestro de
espécies reativas de oxigénio na membrana lipidica, por ex.), ajudando a reduzir a
producdo de radicais livres, a lipoperoxidacao lipidica, promovendo reparo 0s

] , I 13,14
danos ao DNA e proteinas e assim atenuando os danos oxidativos na pele (13.14),

No entanto, devem ser considerados os riscos do uso destas substancias, por via
oral ou topica, uma vez que doses elevadas podem aumentar o risco de cancer de

pele (15’16).

A despeito de sua fungdo antioxidante, a vitamina C, assim como o a-
tocoferol, podem atuar como pré-oxidantes, por ser um forte agente redutor, pode
reagir com metais de transigcéo, reciclando-os para a reacao de Fenton, facilitando

8,17)

a formacdo de EROs ( , 0 que evidencia a necessidade do equilibrio e uso

criterioso da vitamina C. E ainda sao requeridas mais pesquisas para definicado
dos beneficios do uso isolado ou combinado desses micronutrientes, uma vez que

podem refletir resultados diferentes no equilibrio redox da pele.

Para se proteger dos danos oxidativos, o organismo dispde de mecanismos
de defesa antioxidante enddgeno, destacando-se as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) como inibidores
preventivos e ainda sistemas de defesa exdgenos, destacando-se os nutrientes
antioxidantes fornecidos pela dieta, os quais exercem papel decisivo na defesa
primaria da agressao oxidativa, como as vitaminas C, E, A e mineral zinco, cobre,

selénio.

A Vitamina C é provavelmente o antioxidante extracelular mais efetivo,

revelando-se um eficiente doador de elétrons em reagdes biolégicas de reducéo,
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capaz de substituir radicais danosos por radical ascorbato pouco reativo a7 A

vitamina E apresenta superior capacidade de prevenir a peroxidagao lipidica de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), é o maior antioxidante presente no

(18)

sangue e nas membranas celulares Assim, quando o dano oxidativo ocorre

ne membrana € mais efetivamente prevenido pela vitamina E. O mineral Zinco
atua nos mecanismos celulares de defesa antioxidante, € constituinte na enzima
SOD, a qual atua catalisando a dismutacdo de duas moléculas de anion radical

superoxido (O27) em oxigénio e peréxido de hidrogénio (an,

Dessa forma, a
suplementacao de antioxidantes proposta nesse estudo contempla os trés campos
de atuacdo dos sistemas antioxidantes: Plasma (Vitamina C - hidrossoluvel);
membrana celular (Vitamina E - lipossoluvel) e a nivel celular (mineral Zinco)

(figura 1).

Vitamina E
MNucleo

Membrana Reticulo
Endaplasmétacu

“ . & / _ Citosol
.- .-'/

CuZn S0OD
GSH
GSH Peroxidase

)
/]

Complexo. Mitocondria
de Golgi
Centriolos Lisossomos
Vitamina C
Vitamina E

Figura 1. Antioxidantes e locais de acao. A Figura demonstra a localizagao celular dos principais
antioxidantes. Pode-se observar que a vitamina E esta presente principalmente nas membranas e
nos lipossomos devido a sua caracteristica de lipossolubilidade. A vitamina C é hidrossollvel e
esta presente nos lipossomos e nos liquidos intracelulares. As enzimas antioxidantes Cu, Zn, SOD
e as GSHs estao intracelularmente no citosol. Cu Zn SOD Superoxido Dismutase dependente do
cobre e zinco; GPX Glutationa peroxidase; GHS Glutationa reduzida.Fonte: Ecologia
Medica.ecologiamedica.net '¥
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Os resultados de estudos com énfase na suplementacdo de antioxidantes
na prevengado de cancer de pele sdo controversos. Ensaios clinicos conduzidos
para testar o impacto da suplementacdo de altas doses destes nutrientes por
periodo mais longo de tempo, falharam em revelar os efeitos benéficos sobre a

A A 15,16
incidéncia do Cancer de pele( 16)

. A controvérsia encontra suporte na dose
suplementada, no periodo de suplementacao, em fatores dietéticos e no status

antioxidante endogeno.

Pbe-se em relevo a avaliagdo do estresse oxidativo em pessoas que
tiveram e nao tiveram cancer de pele ndao melanoma, tomando-se por base o

estudo dos marcadores de estresse oxidativo.
Para nortear o estudo, foram formuladas as seguintes perguntas de partida:

o Existem diferencas no perfil oxidativo de pessoas que nunca
apresentaram CPNM e pessoas que ja apresentaram CPNM?

o Existem alteracbes nos marcadores de estresse oxidativo de pessoas
que apresentaram CPNM, apds suplementacdo de vitaminas C, E e

mineral Zinco?

Dessa feita, os resultados da pesquisa podem contribuir para consolidar
novos formatos terapéuticos e programar uma abordagem preventiva eficaz, com
definicdo de recomendagdes quanto a doses e quanto ao uso combinado desses
nutrientes. Sustentando a proposicao de recomendacdes que visem a adogao de
habitos comportamentais saudaveis, otimizando o papel protetor representado
pela exposicdo adequada ao sol, combatendo o tabagismo e implementando
hébitos alimentares saudaveis que garantam um aporte satisfatério de nutrientes

antioxidantes.
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2.1. Epidemiologia do Cancer de Pele

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima cerca de 580 mil casos novos
de cancer para 2014. De acordo com a publicagao Estimativa 2014 — Incidéncia de
Cancer no Brasil, os canceres mais incidentes na populacao brasileira neste ano
serao pele nao melanoma (182 mil), préstata (69 mil); mama (57 mil); célon e reto

(33 mil), pulm&o (27 mil) e estémago (20 mil)".

Os principais fatores etiolégicos do céancer de pele (CP) séao; histéria
familiar, sensibilidade ao sol, exposicao cronica ao sol e exposicdo ocupacional a
carcinbgenos e imunossupresséo(B). Apesar de grandes esforgcos para
conscientizar a populacao acerca de estratégias preventivas do CP, como: evitar
exposicdo ao sol e uso de protetores solares; abordagens adicionais ainda séo

- , 8
necessarias para controlar e prevenir o cP®,

Os tipos de céncer de pele sdo: cancer de pele melanoma e cancer de pele
ndao melanoma (CPNM). O CPNM é o mais frequente para ambos 0s sexos,
apresentando um risco de 42/100 mil habitantes na regido nordeste. A despeito
de seu impacto para a saude publica e as altas taxas de incidéncia, permanece a
subnotificagdo pela maioria dos registros de cancer do mundo e, acredita-se que

tal fato decorra, sobretudo, do subdiagnésticom.

O CPNM engloba o CBC e o CEC ®) E 0 mais frequente das neoplasias

©)

epiteliais, com 70-80% do total™. Em funcao de suas altas prevaléncias mundiais

~ . , T . (1 .
séo considerados um crescente problema para a saude publica mundial"). Porém,

apesar das altas taxas de incidéncia, o CPNM apresenta altos indices de cura,

principalmente devido a facilidade do diagndstico precoce e tratamento

efe’[ivo(1 ’3’6).

Nos ultimos 40 anos, a incidéncia de melanoma cutaneo apresentou,

mundialmente, uma tendéncia de crescimento; e no Brasil, ressalta-se que a
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N , : , . 20
tendéncia da mortalidade por melanoma ainda é de crescimento®?. O melanoma
cutaneo prevalece em adultos brancos, representando uma pequena porcentagem

A 20,21) ¢ A . , ~
dos céanceres de pele (4%) (2021) "E um cancer muito agressivo, que nao responde

N . . . . T 14
a terapia convencional, associando-se, portanto, a piores prognosticos ( ).

. : . A 20
Estima-se que seja responsavel por 1% a 2% das mortes por cancer (20)

No Brasil, 0 melanoma maligno corresponde a 0,1% de todas as neoplasias

(1.3)

malignas . Muito mais frequente na faixa etaria dos 30 aos 60 anos e acomete

ambos os sexos em igual propor¢gdo, sendo no homem mais comum no dorso e,

na mulher, nos membros inferiores (20’21).

2.2. Cancer de Pele Melanoma

O melanoma maligno €, entre as neoplasias de pele, o de pior prognéstico.
Desenvolvem-se a partir da transformacdo maligna dos melanécitos, células
produtoras de melanina, que se originam embriologicamente da crista neural,
sendo a pele seu principal sitio primario. Os melanécitos sdo particularmente
sensiveis ao estresse oxidativo, cronicamente gerado na melanogénese, devido

, L (22,2
ao efeito pré-oxidante da melanina (22.23)

Reitera-se que o melanoma €& menos frequente que os CBC e CEC,
entretanto, apesar de ter uma incidéncia relativamente baixa, assume grande

importancia devido ao seu elevado potencial de gerar metastases e a sua

letalidade (20),

Varios fatores tém sido atribuidos como de risco para o desenvolvimento
dessas neoplasias, tais como: cor da pele, horario e tempo de exposi¢cdo ao sol,

(23)

residir em um pais tropical, fazer uso de imunossupressao crénica . Ressalta-

se que os fototipos | e Il de Fitzpatrick, ou seja, individuos que apresentam pele,

cabelos e olhos claros e se queimam facilmente ao invés de se bronzear,

. . . (24
representam os grupos mais vulneraveis a esta neoplasia “*. Outros fatores de

Referencial Tedrico




risco sdo: presenca de les6es pigmentadas como efélides, nevos atipicos ou
grande numero de nevos comuns (mais de 50), exposicdo solar intermitente,
qgueimaduras solares (especialmente durante a infancia), uso de camas de
bronzeamento e melanoma cutaneo prévio. Historia familiar positiva tanto para
melanoma como para multiplos nevos atipicos também ¢é fator relevante.
Mutagbes nos genes CDKN2A e CDK4 foram detectadas em algumas familias
com melanoma hereditario, conferindo um risco aumentado de 60% a 90% para

(2
essa neoplasia @3),

2.3. Cancer de Pele nao Melanoma

O CBC, epitelioma basocelular ou basalioma, € o mais benigno dos tumores
malignos da pele. E constituido por células que se assemelham as células basais
da epiderme, originam-se de células epiteliais imaturas pluripotentes que
perderam sua capacidade de diferenciagdo e queratinizacdo normais, pela

@

interferéncia de varios fatores, como a acao cronica de RUVB Pode ser

considerado como incapaz de gerar metastases, mas possui malignidade local,

podendo invadir e destruir tecidos adjacentes, inclusive 0ssos ®),

As falhas de registro de seus dados de prevaléncia podem ser por
subdiagnéstico, por uma caracteristica indolente do seu portador e pela instituicdo
de um tratamento adequado e oportuno. Por essa razao, as estimativas das taxas
de incidéncia e dos numeros esperados de casos novos de CPNM devem ser

. . , - 1,2
consideradas estimativas minimas (1,23)

No Brasil, os nimeros mostram uma tendéncia de crescimento, sobretudo
em Sao Paulo e na regiao sul, em funcdo de varios fatores epidemiolégicos:
exposicao ao sol excessiva, predominancia de raca branca e grande quantidade

de imigrantes de origem caucasiana @3 Martinez et al. ®® enfatizam os fatores de
risco que contribuem para o desenvolvimento do CPNM, incluindo: racga, idade,

género, exposicao cronica a agentes mutagénicos quimicos e fisicos, além de
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fatores genéticos. Varios estudos evidenciam o envolvimento da exposi¢ao

excessiva a RUV, em especial a RUVB, com o aumento do risco para o

. n A . . 2
desenvolvimento dos canceres cutaneos incluindo o CBC e CEC (23),

Fatores de risco constitucionais mais importantes sdo: os fotétipos | e Il de
Fitzpatrick, individuos que se queimam facilmente ao invés de se bronzear,
historia familiar positiva de CBC (30 a 60%), sardas na infancia, individuos que

(6.24 ®) enfatizam que

apresentam pele, cabelos e olhos claros ) Sampaio e Rivitti
ocorrem geralmente em individuos acima de 40 anos, tendo como principais
fatores de risco: pele clara e exposicdo excessiva a luz solar. Outras causas
desencadeantes sao previas irradiacoes radioterapicas e absorcdo de compostos

de arsénico.

Individuos que trabalham com exposicéo direta ao sol sdo mais vulneraveis

(1)

a este cancer '’. Apesar de apresentar maior incidéncia em adultos, com a

constante exposi¢do de jovens aos raios solares, a média de idade dos pacientes
vem diminuindo. A maior incidéncia deste tipo de cancer de pele se da na regido
da cabeca e do pescocgo, que sao justamente os locais de exposicdo direta aos

. 2 . C e . ~ .
raios solares 9. Sampaio e Rivitti ®) reforcam que a localizacdo preferencial
ocorre nos dois tergos superiores da face, acima de uma linha passando pelos

|[6bulos das orelhas e comissuras labiais.

A exposigcao as RUV constitui o principal fator de risco ambiental na
carcinogénese cutanea. Ha evidéncias de que em peles com exposi¢ao crénica ao
sol, ha maior incidéncia de mutacdes no gene supressor de tumor p53 pelo
estresse oxidativo ocasionado ©. A RUV pode causar alteracdes génicas no DNA

dos queratindcitos, sendo que a falha no reparo dessas alteragbes génicas pode

(23), Além disso, tem

levar a crescimento celular desordenado e formacéao de tumor
grande efeito sobre o sistema imune cutaneo, induzindo a um estado de
imunossupressao local que impede a rejeicao do tumor neoformado. Com a

exposicao aos raios solares, ocorre diminuicdo das células das Langerhans,

Referencial Tedrico




responsaveis pela resisténcia imunolégica da pele, provocando inflamacéo,

e I , ~ 11,12
modificacao oxidativa das proteinas e desregulagao so status celeular redox )

7

Outro fator de risco para o desenvolvimento do céancer de pele é o
tabagismo. Os mecanismos fisiopatolégicos, pelos quais o fumo propicia
alterac6es na pele, sdo complexos. A fumaga do cigarro contém mais de 4.000
substancias toxicas, mas € a nicotina o composto mais nocivo. Ela é responsavel
pela vasoconstricdao, que gera diminuicdo do fluxo sanguineo, cujo mecanismo
ainda é desconhecido; porém, acredita-se que a nicotina estimule a vasopressina.
Além disso, o fumo atua no sistema nervoso simpatico, que também causa
vasoconstricdo. Esses fatores, em conjunto, geram hipdxia tissular significativa,

~ . - o . . 25
gera lesao das fibras elasticas e diminuicao da sintese do colageno 29,

O tipo clinico mais frequente € o chamado epitelioma basocelular nédulo-
ulcerativo. No inicio, manifesta-se na forma de papula résea, que evolui ao noédulo,
com posterior ulceracdo central, recoberta por crosta que, retirada, provoca
sangramento. Com a progressao do quadro, pode haver extensdo em superficie,
as vezes com cicatrizagao central ou em profundidade, com invasédo e destruicdo

. . . . ~ 3
de musculo, cartilagem, 0sso ou outras estruturas, ou ha proliferacéo central @)

2.3.1. Diagnose e Tratamento

A diagnose é, em geral, clinica e deve ser confirmada histopatologicamente,
e na diagnose diferencial devem ser considerados: as queratoses actinicas, o
queratoacantoma, o epitelioma basocelular, a disqueratose de Bowen, queratoses
seborréicas, melanoma amelandético, tumores de células de Merkel, além de

tumores malignos de anexos @),

Lesbes recentes € menores que 1 cm na pele podem ser tratadas com
eletrocoagulacdo e curetagem; as lesdes maiores devem ser excisadas com
suficiente margem de garantia com superficie e profundidade (0,5 cm). Outro

recurso terapéutico € a criocirurgia por nitrogénio liquido; nas lesées extensas ou
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de longa duragéao, com ou sem invasao ganglionar, é indicada exérese ampla. Em
CEC com metéastases em linfonodos € necessaria a linfadenectomia e radioterapia
complementar. E quando estes tumores estdo muito avangcados, ndo passiveis de
tratamento cirdrgico e radioterapia, utiliza-se a quimioterapia regional intra-arterial,
dependendo da localizacdo a topografia do tumor, para minimizar os efeitos
colaterais decorrentes de concentracdes sanguineas elevadas das drogas. Os
quimioterapicos mais empregados sado: cisplatina, metotrexato, ciclofosfamida, 5-

fluoracil e bleomicina @)

2.4 Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio

Radicais livres sdo espécies cuja reatividade resulta da presenca de um ou
mais elétrons desemparelhados na estrutura atémica, capazes de existéncia

: , .o . (13,26
independente, em intervalos de tempo variaveis (13.26)

Quadro 1. Espécies Reativas de Oxigénio.

RADICAIS NAO RADICAIS
Superoxido O,™ Peréxido de hidrogénio H.O ,
Hidroxila OH’ Acido hipocloroso HOCI
Peroxila LO, Oz6nio O3
Alkoxila LO’ Oxigénio singlete 'O
Hidroperoxila HO, Peréxidos lipidicos LOOH

Fonte: Halliwell B. 7.

O elétron livre, que caracteriza o radical livre, pode estar centrado em um
atomo de hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, carbono, enxofre ou atomos de metais
de transicao @) o oxigénio no estado fundamental (O2) e o 6xido nitrico (NO’)
sdo as duas mais importantes substancias que podem gerar radicais livres na

27
natureza ( ).
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As espécies reativas de oxigénio (ERO) referem-se a termos que incluem
nao somente radicais de oxigénio (O, e OH'), mas também derivados de O, que

ndo contém elétrons desemparelhados, como: H205, '0,, HOCI (28,29)

. As espécies
reativas de nitrogénio (ERN) incluem o NO°, diéxido de nitrogénio (NO2), o
peroxinitrito (ONOQ’), que ndo é um radical livre e encontra-se em sitios de injdria

tecidual (29).

Quando dois radicais livres se encontram, compartilham seus elétrons nao

. o 29
pareados, formam uma ligagdo covalente e se aniquilam mutuamente (29),

Contudo, quando reagem com outras moléculas que nao sao radicais, novos

o ~ o : 26,30
radicais livres sdo gerados, promovendo uma amplificagéo do efeito danoso )

2.4.1 Producao de ROS (Radicais livres de oxigénio) e RNS (Radicais livres
de nitrogénio)

As principais fontes de ROS (radicais livres de oxigénio) e RNS (radicais
livres de nitrogénio) sdo: Exposicdo a RUV; reacbes catalisadas por metais, estao

presentes como poluentes na atmosfera(s), producdo pelos neutréfilos e

macréfagos durante a inflamacéao; produzidos como subprodutos de mitocdndrias

: ~ . . 8,30
catalisados pelas reacdes de transporte de elétrons e outros mecanismos 3%

Conforme reforca Abdalla®” a producdo de espécies reativas de oxigénio

(EROs) ocorre em consequéncia de diversos processos metabdlicos no

organismo, mas podem ser produzidos exogenamente por meio de agressoes

) o - 27
exogenas, incluindo o fumo e a exposicéo ao sol®”,

A producdo de EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) constitui
uma caracteristica intrinseca ao metabolismo aerdbico e, quando produzidos em
grande quantidade, exercem efeitos danosos sobre as macromoléculas, por
provocar a oxidacdo de acido desoxirribonucleico (DNA), proteinas e lipidios,
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acarretando: mutacbes genéticas, disfuncdo e agregacdo de proteinas e
. o 13,31
comprometimento de membranas blologlcas( S

(31)

No mesmo sentido, Volko et al. salientam que fontes endodgenas de

radicais livres incluem: cadeia de transporte de életrons na mitocondria,
metabolismo da enzima citocromo P450, peroxissomos e ativagdo de células

inflamatérias. A mitocdndria é responsavel por uma expressiva producao de HoO,,
, . . . A . 31
a qual é estimada em aproximadamente 2% do total de oxigénio no organlsmo( )

(28)

Halliwell e Cross™™ reforcam que fontes enddgenas adicionais de ERO s&o:

os neutrofilos, eosindfilos e macréfagos, ocorrendo a deliberada geracao

(28)

metabdlica de EROs (O.-, HOCL e H»O,) por ativacao fagocitica e ainda por

reacbes de autooxidagdo, nas quais compostos como: catecolaminas, acido

oy . , : .~ (28
ascorbico e flavina reduzida reagem diretamente com o O, para formar O (28),

(32)

Diplock et al. reforcam que células fagociticas séo responsaveis pela

producdo de O."e NO’ como parte do processo de destruir corpos estranhos (32)

Muitas doencas sdo acompanhadas de excessiva atividade inflamatoria, cuja

origem decorre da atividade dos RLs, resultando em danos aos tecidos (32),

O metabolismo de citocromo P450 é fonte de EROs, principalmente o anion
02" e H02 B Microssomos sdo responsaveis pela producdo de até 80% de

HoO. produzidos nos sitios de hiperdxia. Oxidacdo peroxissomal de &cidos foi

recentemente reconhecida como uma importante fonte de producdo de H2O»,
como resultado de prolongada inanigao ®1,

Sob condicbes normais, 95% ou mais do oxigénio molecular consumido

pelas células sofre reducéao tetravalente, recebendo quatro elétrons, resultando na

(132933) oo

formagao de agua (H20), através do complexo citocromo oxidase
de 1-2% do oxigénio sofre reducao por um nimero menor de elétrons, ao longo da
cadeia respiratéria, formando anion O,", pela transferéncia direta de um elétron

para o oxigénio, ao nivel de ubiquinona ou do complexo NADH desidrogenase @7,
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As ERO podem interferir em muitos processos intracelulares, e como

resultado induzem mutagénese ou comprometimento em sistemas bioldgicos, que
A . , 4
podem afetar a sobrevivéncia das células (34),

O NO' é um gas inorganico, eletricamente neutro, apresentando, porém, um

elétron ndo pareado em seu dUltimo orbital eletrdnico, o que lhe confere a

(30)

classificacao de radical livre *’; é considerado um radical muito reativo, uma vez

gue pode interagir com o radical O, dando origem via peroxinitrito (ONOQ), ao

diéxido de nitrogénio (NO>’) e ao altamente reativo radical OH’ 31,

ONOO’
OH’, NO,', NO,*

O, + NO’
ONOO’ +H*

O ONOQO' é capaz de induzir a lipoperoxidacao das lipoproteinas e também
interferir na sinalizacao celular pela nitrosilagéo de residuos de tirosina ®3) Em pH

fisiologico, o ONOOQO" é protonado, formando o &acido peroxinitroso, o qual,
rapidamente, se dissocia em dois potentes radicais livres: radical OH e o
NO,31:33)

O NO' é produzido por células endoteliais, macréfagos e por neurdnios

(33,36)

centrais especificos e sintetizado a partir do L-arginina, oxigénio (O2) e

nicotinamina adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) por meio da enzima
oxido nitrico sintase (NOS), que é ativada pelo aumento do influxo de calcio no
interior da célula. Fisiologicamente, atua mantendo o ténus vascular inibindo a

agregacao plaquetaria e a adesado dos neutréfilos e plaguetas ao endotélio

vascular (36),

Os efeitos benéficos das espécies reativas podem ser evidenciados quando

(26,27)

estas se encontram em baixas ou moderadas concentragcbes , €, consistem

na protecdo contra agentes infecciosos, ativacdo de sistemas de sinalizacao

celular, inducao da resposta mitogénica 37)

2
redox@%30:33),

, manutencao do status celular
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2.4.2. Toxidade das espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio

As reagbes dos radicais livres podem levar a formacao de complexos com
proteinas, glicoproteinas, purinas e pirimidinas, formacao de produtos de oxidacao
de tidis, perdxidos lipidicos, polimeros, epoxidos, endoperdxidos e produtos de

- : . : o g 26,37
cisdo como alquenais e hidroalquenais, que sao citotoxicos ( )

(31)

Segundo Volko et al. ", o radical OH" pode ser gerado através de uma

variedade de mecanismos: a radiacao ionizante provoca a decomposicao da H>O,
resultando na formacédo de OH’ e atomos de hidrogénio; também pode ser gerado
por decomposicado fotolitica de alquilhidroperdxidos e pela catalise de metais na

(35)

reacdo de Fenton . Assim, a formacdo do radical OH" pela participagdo de

outros radicais pode ser:
e A partir do radical ONOO’
e A partir do radical O>" pela reagédo de Fenton;

e A partir da reagdo de radical O, com o HOCI, gerado por atividade

neutrofilica (26) )

(38)

Torres ressalta que o radical OH" é uma espécie oxidante muito instavel,

portanto tem um importante papel na iniciacado da peroxidacéo lipidica retirando
um atomo de hidrogénio dos acidos poliinsaturados, com consequente producao
de um radical lipidio. O radical L" reage com o oxigénio molecular, formando LOO’
(Radical peroxila). Ao retirar hidrogénio de outro lipidio, o radical LOO" inicia a fase
de propagacao, ja que ha formagcdo de um hidroperéxido de lipidio (LOOH™) e
outro L' reage com oxigénio e assim por diante. Na fase final, dois radicais reagem
entre si e formam um néo radical (Figura 2). O LOOH’ pode sofrer outras reacgoes,
com consequente producao de alcanos e aldeidos de diferentes tamanhos, como
por exemplo, o malonaldeido (MDA), utilizado como marcador de peroxidacao

lipidica ©°).

A figura 2 demonstra o processo da peroxidacéo lipidica.
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L [ ]
®0OH outras reacoes
> [ ,:, ,:,
ions metdlicos
?“ LH MDA
| +
H,O0 (e]o) OOH outros aldeidos
+
- alcanos
LH  Iniciacdo L® LOO®  Propagacio L OOH

Figura 2. Esquema do Processo de Peroxidagao Lipidica. O radical OH" é uma espécie
oxidante muito instavel, portanto tem um importante papel na iniciacdo da peroxidacao lipidica
retirando um atomo de hidrogénio dos acidos poliinsaturados, com consequente producdo de um
radical lipidio. O radical L' reage com o oxigénio molecular, formando LOO" (Radical peroxila). Ao
retirar hidrogénio de outro lipidio, o radical LOO" ‘inicia a fase de propagacao, ja que ha formacéo
de um hidroperoxido de lipidio (LOOH™) e outro L™ reage com oxigénio e assim por diante. Na fase
final, dois radicais reagem entre si e formam um n&o radical. O LOOH’ pode sofrer outras reagdes,
com consequente produgao de alcanos e aldeidos de diferentes tamanhos, como por exemplo, o
malonaldeido (MDA), utilizado como marcador de peroxidacgao lipidica ©8)  OH’ radical hidroxila, O,
oxigénio molecular, LH lipidio, L™ radical lipidico, H,O agua, LOO" radical peroxila, LOOH" radical
hidroperoéxido lipidico, MDA malondialdeido. Fonte: Augusto @9,

Quando o radical OH" é produzido préximo ao DNA pode reagir com as
bases nitrogenadas e desorribonucleases do DNA provocando danos nestas ou

(17,29)

ruptura na cadeia de DNA . Tem sido proposto que a extensdo da cadeia de

DNA quebrada pelo radical OH" é determinada pelas superficies acessiveis dos

atomos de hidrogénio da espinha dorsal do DNA ®1),

O anion O, é o mais comum e abundante radical existente nas células; a
sua forca oxidante difere do local onde esta dissolvido. Em agua, o O, nao é
muito reativo, atuando na captacao de mais elétrons, por exemplo: podendo oxidar

0 acido ascorbico (30).

Acido ascérbico + O~ + H+— radical acido ascérbico +H,0»
Em meio aquoso, atua mais frequentemente como agente redutor (30),

Fe 3 +02._ — Fe 2++02
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Em meio aquoso, sua reacao principal é a dismutacao, na qual se produz
L, - . A s , . A 17,28
uma molécula de perdxido de hidrogénio e uma molécula de oxigénio ( )

202._+ 2H+ . Hzog + 02

Ele também é uma base fraca cujo acido conjugado, o radical hidroperéxido
(HOQO') é mais reativo (an,

O, + H+ HOO’

O anion O, é produzido na mitocondria pela cadeia de transporte de
elétrons, pela enzima xantina oxidase, a qual catalisa a reacdo da hipoxantina a

xantina e desta para acido urico (nestas etapas o oxigénio molecular é reduzido

31,34
) (31,34)

formando O, , € ainda pela enzima NADPH oxidase. Estima-se que 1 a 3%

31,32)

do oxigénio consumido é convertido em O, ( Durante o “burst” das células

fagociticas como: mondcitos, macréfagos, leucdocitos, ocorre a formagao de O™

na via metabdlica catalisada pela NADPH oxidase, dando origem ao HOCL, que é

um importante bactericida 31,

O anion radical O~ é capaz de inativar enzimas bacterianas como:

Escherichia coli dihidroxiacido dehidratase, aconitase, 6 fosfogluconato

(29)

dehidratase . Além disso, o radical anion radical O." possui a habilidade de

liberar Fe?* das proteinas de armazenamento e de ferro-sulfoproteinas, taiscomo

(17,30,40)

ferritina e aconitase , respectivamente. Também reage com o radical HO’

produzindo oxigénio singlete ('O2) e com o éxido nitrico (NO’) produzindo

ONOO" 19,
O, + OH———'0, + HO"
NO" +0,~ ONOO’

A reagdo de dismutacao espontdnea ou catalisada enzimaticamente, bem

como o0 metabolismo mitocondrial e a atividade de algumas enzimas (xantina,
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. , . . L 41 . .
urato, e aminodacidos oxidases) podem originar HgOg( ) Enzimas como: xantinas
oxidases, succinato desidrogenase, acido graxo desidrogenase, lactato oxidase,

(31)

urato oxidase, D-aminoacido oxidase podem gerar H>O, diretamente™ ’. Este é

um agente oxidante fraco, porém oxida grupos tiol e alguns aminoacidos, podendo

(4

. . . 1 Z . , . . (41
inativar enzimas "), E difusivel entre membranas e pode originar o radical HO' ™V,

O H>O, pode regular a expressao génica pelo remanejamento de uma
subunidade inibitoria do gene citoplasmatico de transcricdo do fator nuclear NF-

kB(26’31’33). O H»O, em altas concentragdes interfere na producdo de ATP

(Adenosina Trifosfato), por induzir a oxidagao de grupos sulfidrilas de enzimas
glicoliticas 26) Seus alvos diretos incluem enzimas como: gliceraldéido 3 fosfato
desidrogenase, cetoacidos como o piruvato e o0 oxaglutamato e grupos

heme(13’41).

O potencial toxico de O," e de H.O2 envolve a formagéao do radical OH’ (26),

O NO’ pode interagir com o radical O.", originando o ONOO™®®. A

interacdo de ONOOQO'" com proteinas resulta na formacao de nitrotirosinas, devido a
adicdo de um grupo nitro (NOy), esta reacdo pode ser catalisada por metais de

transicdo e SOD (8),

Uma vez que NO" é sollvel em solugdo aquosa, prontamente se difunde
através do citoplasma e da membrana. O NO’ tem efeitos sobre a transmissao
neuronal, bem como sobre a plasticidade sinaptica no sistema nervoso central. No
meio extracelular, o NO' reage com o oxigénio e agua para formar os anions

nitrato e nitrito (32’36).

A reacdo das EROs com os lipidios das membranas desencadeia um
processo chamado peroxidacdo lipidica, que é uma reacdo em cadeia,
representada pelas etapas de iniciagdo, propagacao e terminagéo(9’17’41'45). Em
decorréncia da peroxidacdo lipidica, verifica-se alteracdo na estrutura e na

permeabilidade da membrana celular, com perda de seletividade nas trocas
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ibnicas, com expansao do liquido intracelular e risco de ruptura das membranas

] 43
das células e organelas, com morte celular “3),

As moléculas protéicas sofrem importantes alteracbes pela acdo danosa
das espécies reativas, ocorrendo clivagens de ligagcdes com ou sem geracao de
fragmentos e ligagbes cruzadas, afetando a funcdo de receptores, enzimas,
transporte de proteinas, e até gerando novos antigenos, capazes de provocar uma
resposta imune. Assim, contribuindo secundariamente para danos a outras
moléculas: perda funcional das enzimas reparadoras e na replicacdo do
DNA(17:46)

A produgdo continua de RL durante os processos metabodlicos impds ao
organismo o desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante, a fim de
reduzir as concentragdes intracelulares dos oxidantes e impedir a indugdo de

: 47
danos, garantindoa homeosrase “n,

2.4.3. Nao Radicais

O acido hipocloroso (HOCI), perdxido de hidrogénio (H2Oz), oxigénio
singlete ('O,) e oz6nio (O3) ndo sdo radicais livres, ndo possuem elétrons

desemparelhados no orbital externo, mas podem facilmente conduzir rea¢des de
. : . 27,2
radicais livres em organismos vivos (27.29)

O '0, é a forma mais reativa do oxigénio no organismo humano, podendo

ser gerado pela absorcdo de energia térmica ou fotoquimica, provocando um

27 ~ A L .
(27.30) Complexas reagdes entre o 0zénio e varias moléculas

biolégicas e a peroxidacio lipidica também podem produzir 'O (31.48)

rearranjo de elétrons

O 'O, pode interagir com outras moléculas, quer transferindo a sua energia
de excitacdo ou combinando-se quimicamente. As metas preferenciais para as
reacdbes quimicas sado ligacbes duplas, por exemplo, em acidos graxos

polinsaturados (PUFA) ou guanina em bases de DNA (33)

Referencial Tedrico




O 'O, oxida biomoleculas como lipidios, proteinas, aminoacidos, &cidos

(48)

nucléicos, carboidratos e tidis ‘"~'. As proteinas sdo alvos importantes do 'Oz, pois

estdo presentes em altas concentracées nos sistemas biolégicos e as cadeias
laterais de seus aminoacidos possuem constantes elevadas de desativagao total

do 'O, (48), O 'O, pode ainda reagir com compostos fendlicos para formar
hidroperoxidienonas e com sulfetos, formando sulfoxidos “8),

O HOCL® é produzido a partir de oxigénio pelos neutrofilos, enzimas

NADPH oxidase e mieloperoxidase, ONOO" e mesmo NO. O HOCL" é

considerado um potente oxidante e atua na atividade imunoldgica fagocitaria (33),

2.5. Estresse Oxidativo e Sistema de Defesa Antioxidante

Diante do desequilibrio entre os sistemas oxidantes e antioxidantes em

(29

favor dos primeiros, instala-se o estresse oxidativo ), 0 qual pode causar danos

ao DNA, proteinas, lipidios e carboidratos (29.31)
O estresse oxidativo pode ser provocado por diferentes mecanismos:

e Dimunuicdo das concentracbes dos antioxidantes endbégenos ou
deplecédo dos antioxidantes dietéticos: muta¢des provocam deplecao de

enzimas antioxidantes, severa desnutricdo provoca deplecdo de minerais
~ . . . 2
cobre, manganés, zinco e vitaminas ( 8);

e Aumento da producao de oxidantes: exposi¢cao as RUVs, metabolismo de

drogas e toxinas, o fumo aumenta a producdo de EROs e ERNs (30),

. . ~ . - . ;. 31
excessiva ativacao de células fagociticas nas doencas inflamatorias S

Uma substancia antioxidante pode ser definida como: “aquela que, quando
presente em baixas concentracdes, comparada ao substrato oxidavel, deleta ou

(31,42,43,46

previne, significativamente a oxidagao desse substrato” ). Do ponto de

vista biolégico, podem-se definir antioxidantes como: compostos que protegem
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sistemas bioldgicos contra os efeitos potencialmente danosos de processos ou
reacbes que promovam a oxidacdo de macromoléculas ou estruturas

(13,49,50

celulares ). Os antioxidantes sao agentes responsaveis pela inibicdo e

~ - L . 41,42,49
reducao das lesbes causadas pelos radicais livres nas células ( )

O dano oxidativo potencial € maior do que a defesa antioxidante e, assim,
ha uma pequena quantidade constante de RL téxicos formados que escapam dos
mecanismos de defesa celular. As estimativas sobre a quantidade de oxigénio
que reage diretamente para gerar radicais livres variam; no entanto, valores
tipicamente citados oscilam em torno de 1,5-5% do total de oxigénio

consumido(49).

Halliwell e Gutteridge 3% elencam os diversos mecanismos por meio dos

quais as substancias antioxidantes protegem os alvos celulares de ataques dos

radicais livres:

e Removendo as espécies reativas de oxigénio usando enzimas cataliticas

ou diretamente por reagdes quimicas;
e Minimizando a produgéo de radicais livres;

e Blindando ions de metais requeridos para transformar espécies pouco

reativas em mais reativas;

e Reparando os danos sofridos no salvos celulares;

e Destruindo ou reparando moléculas (30)

Os antioxidantes agem em trés linhas de defesa organica contra as

13,4751 o , ~ . -
EROs!"347°1) A primeira linha € a de prevengéo, e se caracteriza pela protegéo
contra a formacgao das substancias agressoras, principalmente pela inibicdo das

44,49

reacoes em cadeia com o Ferro e Cobre (44.49) Esta linha é constituida por GSH,

SOD, CAT, GSH-Px e vitamina E “3°1),
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A segunda linha é a interceptacao, os antioxidantes precisam interceptar os
radicais livres, os quais, uma vez formados, iniciam suas atividades destrutivas,

assim evitando a formacao de lesdes e perda da integridade celular (“47.51),

(47,51)

E a ultima linha € o reparo das les6es causadas pelos radicais . Esse

processo esta relacionado com a remog¢ao de danos da molécula de DNA e a

47)

reconstituicdo das membranas celulares danificadas*”). Esta etapa ocorre quando

a prevencao e a interceptacao nao foram completamente efetivas e os produtos da
destruicdo pelos radicais livres estdo sendo continuamente formados em baixas

: , 49,51
quantidades e desta forma podem se acumular no organismo ( )

Enzimas antioxidantes, quelantes e proteinas como a transferrina e a
ceruloplasmina que transportam ferro e cobre, respectivamente, impedindo que
estes metais sejam liberados e catalisem a formacao de espécies oxidantes e
substancias ndo enzimaticas como o urato, ascorbato, albumina, bilirrubina e

carotendides participam da defesa antioxidante 52),

No compartimento plasmatico, substdncias como o ascorbato, urato, a
tocoferol, bilirrubina ligada a albumina e a prépria albumina sdo importantes para a
protecdo antioxidante dos componentes do plasma e das células do endotélio
vascular. Os antioxidantes lipossoluveis como o a tocoferol, B caroteno e
ubiquinol, dentre outros, sdo importantes para a protecdo das membranas

. . : i (47,49
celulares e das lipoproteinas do compartimento plasmatico ( )

Os inibidores preventivos constituem o sistema primario, que retardam a
fase de iniciagdo, impedindo a geragcédo de espécies reativas ou sequestram essas

749 seus principais

espécies, impedindo sua interagcdo com alvos celulares
exemplos sdo: o0s quelantes, tidis, sulfetos, as enzimas antioxidantes: CAT,
peroxidase e GPx e substdncias nao enzimaticas como: urato, ascorbato,

albumina, bilirrubina e carotendides que seqliestram radicais O.,” e OH" ou

suprimem o '0, #7).
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Os sistemas enzimaticos de defesa antioxidante operam em conjunto,
incluindo as enzimas do ciclo redox da glutationa, particularmente a GPx, a SOD,
que atua promovendo a dismutagdo do radical O2~ em H>O,, assim como a
enzima CAT, que converte H, O, em H> O e Oz nas hemaceas (30),
202._+ 2H780D H2 02 +02

H2 OQ CAT 2H2 (@) +02

A glutationa opera em conjunto com as enzimas GPx e GR (glutationa

(17)

redutase)' "’. A glutationa reduzida (GSH) tem uma importante funcao na protecao

antioxidante, sequestrando os RLO ou como cofator do sistema enzimatico GSH-

dependente (34),

A Figura 3 demonstra o papel das enzimas antioxidantes na defesa do

estresse oxidativo.

Detoxificacdo de

4 5
Fe (II) (Reacgdo de Fenton)

‘ CGST diversas substincias
CAT
‘7—» Hy,O+ O,
IFIAZ‘OZ 2 GSH NADPH
Geracdo : : - . — . G6PDH
ROS Sob GPX ‘ , _GR_ ( )\ﬁ
-\ GSSG - NADP*
O H,O
+

0,+NO* 1,0,

l

Fe (II) .
ONOO- (Reacdo de Haber-Weiss)
0,+ OH- +®0OH ———> Dano oxidativo

Figura 3. Sistemas de Defesa Antioxidante Enzimatico. Apds a geracdo dos ROS as enzimas
antioxidantes atuam nestas espécies para diminuicdo das mesmas. Duas importantes reacoes de
formacao de ROS é a Reacéao de Fenton e de Haber-Weiss. A SOD atua na dismutacado do O, em
H,O, e a CAT atua na degradagado do H,O, em H,O e O,. A GPx tem um importante papel na
detoxificagdo do organismo e catalisa a redugdo de H,O, e de LOOH". ROS Espécies reativa de
Oxigénio. SOD supero6xido dismutase, CAT catalase; GPx Glutationa peroxidase; GSSG glutationa
oxidada; GSH Glutationa reduzida; NADPH nicotinamina adenina dinucleodideo fosfato reduzida;
NADP nicotinamina adenina dinucleodideo fosfato; Radical Superdxido (Oy); Peréxido de
hidrogénio (H.0,); Hidroxila (OH’); Hidroperoxila (HO); peroxinitrito (ONOQO); oxido nitrico (NO');
Oxigénio (O,); G6PDH (Glicose 6 fosfato dehidrogenase). Fonte: Ribeiro et al. (38),
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A enzima GPx é selénio dependente, possui quatro formas:
GPX;(oxidoredutora extra celular), GPX, (gastrointestinal), GPX3; (presente no

plasma) e GPX4 (hidroperdxido fosfolipidico).

A enzima GSH participa de outras vias de protegdo celular: muitos
produtos tdéxicos combinam-se com a GSH catalisada pela enzima glutamina

(30,53)

transferase, desintoxicando o organismo , apresentando agado antioxidante,

. . P 4
tanto no citosol quanto na membrana citoplasmatica (53,5 ).

A enzima GR age conjuntamente com a GPx, sendo responsavel pela
regeneracdo da glutationa a sua forma reduzida (GSH) na presenca de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), tendo como objetivo impedir

a paralisacéao do ciclo metabdlico da glutationa (53.54)

A atividade enzimatica da GPx é um importante componente na protecao
contra radicais livres em espécies que utilizam o metabolismo oxidativo, sendo

importante para a sobrevivéncia da célula por catalisar a redugédo de H>O, e de
LOOH: (3049.53)

Sao descritas na literatura duas isoformas de SOD: uma dependente de
cobre e zinco e uma de manganés. A CuZn-SOD, é encontrada no citosol, no
espaco intermembranas da mitocéndria € no espacgo extracelular e a Mn-SOD esté

31,39

presente na matriz mitocondrial ( ). A SOD catalisa a conversdo do &nion 02"

em H-05 e O5 30 A Mn-SOD remove o anion O, produzido, como resultado da
transferéncia de elétron  para o O, na cadeia de transporte de elétrons ou pelas
enzimas oxidases mitocondriais ®%. A CuzZn-SOD remove o anion O, oriundo

das enzimas oxidases citosolicas ou das enzimas citocromo P450 presentes no
reticulo endoplasmatico das células; alguma CuZn-SOD pode estar presente no

. . , 30
nacleo e peroxissdmos (30)

O H20, é transformado em H>,O por meio da agdo das enzimas CAT ou
GPx. Quando acontece alta produgéo de H»O, ou deficiéncia da CAT ou da GPx, o
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H-O. na presenca de ions de ferro ou cobre pode levar a formacao do radical OH’

por meio da reacéo de Fenton (30),

A CAT é uma hemeproteina que tem especificidade para o H2O, néo
atuando sobre peréxidos organicos. A CAT é responsavel pela degradacado do
HO, em H,O e O, Esta enzima encontra-se compartimentalizada nos

(30)

peroxissomos e possui menor afinidade pelo H>O» quando comparada a GPx,

dessa forma, ela é mais importante em condicdes nas quais ocorrem altas
concentracdes de H»O, 9 sendo assim, a presenca das enzimas SOD e GPx é

importante para a manutencao de baixos niveis de radicais livres no SNC (35, 37).

Na mitocdndria, encontram-se as maiores concentracoes de antioxidantes,
. rae . . 1
por ser o maior sitio de radicais livres ®1),

O sistema de defesa antioxidante secundario consiste nos bloqueadores da
etapa de propagacao da cadeia radicular, € formado por compostos fenélicos ou

aminas aromaticas, tocoferdis, tocotriendis, flavondides e varios antioxidantes

(8), que efetivamente removem radicais intermediarios, como radical

. . (28,3751
peroxila ou alcoxila @837°1)

sintéticos

Uma terceira linha de defesa é constituida pelo sistema de reparo do DNA e
por enzimas proteoliticas e lipoliticas, que eliminam preferencialmente proteinas

ou lipidios modificados oxidativamente (28.29)

Um mecanismo antioxidante relevante para a prevencao de mutagcdes e da
carcinogénese € a protegdo do DNA. Diversos antioxidantes como o ascorbato, o
tocoferol e compostos fendlicos podem proteger o material genético dos efeitos

deletérios provocados pelas ERO, ERN e de metais an,

Halliwell ©¥

reforca que o0 estresse oxidativo impde uma adaptacdo ao
organismo por meio de uma regulacao forcada do sistema antioxidante, impedindo
ou minimizando os danos oxidativos, ou diante da incapacidade do sistema

.. . . 54
antioxidante ocorrem danos teciduais e morte cellular por necrose ou apoptose( )
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2.6 Vitaminas Antioxidantes

(55)

De acordo com Institute of medicine , antioxidante alimentar é toda

substancia presente na dieta capaz de reduzir, significativamente, os efeitos
adversos produzidos por espécies reativas, como aquelas de oxigénio e
nitrogénio, e que possuem fungédo fisioldgica normal no organismo. Dentre os
nutrientes antioxidantes podemos destacar a vitamina E (tocoferdis e tocotriendis),

N L 56
vitamina C, vitamina A e, como precursor, o beta-caroteno °°.

A vitamina E é componente dos 6leos vegetais, constituida pelos tocoferoéis
e tocotriendis a, B, y, 0, sendo que o y-tocoferol € a forma mais prevalente de

. . . . . . , 7
vitamina E na dieta e o a—tocoferol, a forma mais biodisponivel ®7)

A vitamina E atua na interrupcao de reagdes em cadeia de peroxidacao

T 7 . ~ C g . .
lipidica 57 o pode ser regenerada por mecanismos n&o enzimaticos pela vitamina

(58)

C, e por mecanismos enzimaticos, pela GSH Como possui alta

lipossolubilidade, distribui-se pelas membranas lipidicas, constituindo-se na
principal defesa das mesmas contra as lesbes oxidativas (28’58), e por ser o
principal antioxidante da membrana celular, previne a propagacao da peroxidacao
lipidica ©®%°%,

Estas substancias agem como doadores de H para o radical LOO,
interrompendo a reagao radicalar em cadeia. O a tocoferol suprime e reage com o
'0,, sequestra os radicais O, e OH' podendo, portanto, bloquear a iniciacdo da
peroxidagdo lipidica 8 Cada tocoferol pode reagir com até dois radicais LOO" e,
nesse caso, o tocoferol € irreversivelmente desativado. Para que eles ndo se
desativem, necessitam do mecanismo de regeneragdo sinergético com o
ascorbato nas membranas celulares e com a ubiquinona na membrana

mitocondrial (17,
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Atualmente, além da sua acado antioxidante, sdo discutidas as suas
propriedades nao antioxidantes como: modulacao da sinalizacdo celular e da

transcricao de genes 8),

Sua deficiéncia tem sido associada a um aumento da viscosidade das
plaquetas do sangue, predispondo a formagao de coagulos potencialmente fatais.
Assim, a vitamina E previne doencas ateroscleroticas ndo somente por seu efeito
antioxidante, mas também por seu efeito inibidor sobre a proliferacdo de células

, ~ ~ .. (60
musculares lisas e sobre a adeséo e agregacao plaquetaria (60),

Além disso, a vitamina E tem efeito modulador sobre as respostas
inflamatéria e imune. Em geral, sua deficiéncia aumenta os componentes da
resposta inflamatoria e prejudica a imunidade celular e a humoral. Experimentos

com animais mostraram que a suplementacdo com vitamina E aumenta a
resisténcia contra infec¢des ©9) Se estiverem muito altas ou baixas concentracdes

de vitamina E, os leucdcitos diminuem a capacidade de destruir bactérias, devido
a inibicdo da producdo de radical O, durante o burst oxidativo das células

fagociticas (8),

A vitamina C desempenha diferentes fungées no organismo, através de sua
atuagdo como cofator de enzimas, papel antioxidante, participagdo no

, a , , ~ : 59
metabolismo ibnico de minerais e na produgad de neurotransmissores (59),

A interacdo entre as vitaminas E e C mostra-se pela evidéncia de que a
Vitamina C atua regenerando o protonato de tocoferol do radical tocoferil. Estudos
revelam que a combinagdo sinérgica dessas vitaminas pode remover os radicais

livres de forma mais efetiva do que a atuagao isolada de cada uma delas ®) No

(61)

entanto, estudo conduzido por Afolabi et al. nao comprovou o efeito sinérgico

dessas vitaminas.

A vitamina C (acido ascorbico) é considerada o principal antioxidante
hidrossoltvel, sua acdo pode ser em ERO, ERN, 'O, e hipoclorito. Sendo um
agente redutor, afeta o potencial redox do organismo. Sua acéo antioxidante se da
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em razado de sua capacidade de varrer os RL, reagindo com o anion radical O, e

um proéton para gerar HoO2, ou com o radical OH’ para gerar H.O 62),

O &acido ascoérbico pode captar os radicais de O,, que de alguma forma
reagiriam para formar peréxidos lipidicos (LOOH’). A vitamina C revela-se capaz
de prevenir a peroxidacao lipidica e a oxidacao do LDL-colesterol, por sua acao
sobre o radical LOO" na fase aquosa, antes deles terem iniciado a peroxidagao
lipidica, e pela regeneracéo do a tocoferol, diminuindo assim a probabilidade de

~ - - i 62
reacOes deletérias dos radicais nos alvos biolégicos 62),

A vitamina C desempenha papéis metabdlicos fundamentais no organismo
humano, atuando como agente redutor, reduzindo metais de transicdo (em
particular Fe** e Cu®) 62) presentes nos sitios ativos das enzimas ou em formas
livres no organismo. Tendo em vista que a vitamina em questao converte as EROs
e ERNs em espécies inofensivas e que seus derivados sao pouco reativos, essa
age como antioxidante in vivo, dai porque muitos autores sugerem a ingestdo
diaria de doses maiores de vitamina C para protecédo contra o desenvolvimento de

A , . A 17
doencas crénicas, cardiovasculares e de alguns tipos de cancer an,

Os mecanismos de prevencdo da peroxidacao de lipidios promovido pela

mesma vitamina sao:

1. De forma preventiva: através da reacao com as EROs e ERNs presentes,
ou na restauracdo do equilibrio redox, doando hidrogénio ao radical

lipidio, no plasma (an,

2. Nas membranas celulares, atua em parceria com o a-tocoferol. O radical
livre normalmente abstrai um préton do carbono metilénico alilico, o
radical L™ formado rapidamente adiciona o oxigénio triplete, gerando o
radical lipidio-peroxila. Nesta etapa, o tocoferol age doando um

hidrogénio para esse radical formando o LOOH’ e o radical tocoferoxila
(17)
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Neste sentido, Halliwell e Gutteridge @ reforcam as suas propriedades

antioxidantes:
a) remocao do anion radical O,
b) remocéao de radicais sulfidrilas;

c) pode reduzir agentes carcindgenos presentes em alimentos em produtos

inativos;
d) remocéo de 'O, e radical OH',
e) atua regenerando o a tocoferol a partir do a tocoferil.

A vitamina C é importante na cicatrizacao das feridas, essencial na sintese
de colageno, atuando como co-fator para as enzimas lisil e propil hidroxilases, e

. . - . 62
atua ainda estimulando a transcricao dos genes do colageno 62)

(63)

Fumeron et al. reforcam que a vitamina C pode atuar como agente pro-

oxidante, evidenciado, em seu estudo, pela elevacao dos niveis plasmaticos de
DHA (4cido deidroascérbico) e observaram ainda uma tendéncia de elevagao da
relacdo GSSG/GSH (glutationa oxidada e glutationa reduzida) em pacientes em
didlise. A vitamina C, na auséncia de vitamina E, pode mediar reacdes

oxidativas(63).

Halliwell e Gutteridge ©%

salientam que a vitamina C facilita a absorcao
intestinal do ferro; se HoO» esta presente, o ascorbato pode acelerar a formacéao
de OH’ pela reducdo de Fe®* e Cu*, misturas de acido ascérbico e ferro
frequentemente sao usadas para acelerar a peroxidacao lipidica em membranas

30)

isoladas , no entanto, o efeito pré-oxidante ndo acontece usualmente in vivo

porque os minerais Fe e Cu nao se encontram disponiveis nos fluidos
30
extracelulares ¥

Fumeron et al.(63)

nao evidenciaram mudancas significativas nos
marcadores de estresse oxidativo e inflamatério com a suplementacdo da

vitamina C®¥. A utilizacdo de doses farmacoldgicas de vitamina C apresenta-se
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como uma interessante e importante terapéutica, em funcdo de sua agdo na

biossintese de colageno e por seu efeito redutor de RL 62),

Estudos observacionais indicam que a ingestao total de antioxidantes ou a
ingestdo das vitaminas do complexo B, C e E associa-se a menores
concentracdes de Proteina C Reativa (PCR). Igualmente, maiores concentracoes
plasmaticas das vitaminas C, E e A e do selénio estdo associadas a menores

concentragdes de PCR e a um menor risco para Sindrome Metabdlica (SM) 64),

Segundo Huang et al. (42.65)

, a vitamina C (p=0,01) mostrou-se capaz de aumentar
a capacidade antioxidante total do soro (serum oxygen radical absorbance
capacity - ORAC), o que nao ocorreu com a vitamina E (p=0,52). Os autores
ressaltam que esse resultado reflete o fato de a vitamina C, ao contrario da E,
desempenhar melhor atividade antioxidante em meios hidrofilicos. Dessa feita, foi
proposto que a suplementagdo com vitamina C seria benéfica para reduzir o

estresse oxidativo (28).

Muitas vitaminas inibem a produgdo de NO" a partir do iINOS (6xido nitrico
sintetase citocina induzida), reforcando suas acbes antiaterogénicas e

antineuroinflamatérias (66)

. A vitamina A inibe a transcricdo do gene iNOS em
células musculares lisas, endoteliais, midcitos cardiacos, células mesangiais. Além
disso, diversos carotendides suprimem a expressao de iINOS e induzem a sintese

de macréfagos ativados 66),

7

Dentre os carotendides, o [-caroteno é considerado um antioxidante
eficiente na protecédo contra os danos oxidativos, uma vez que inibe a peroxidacao
lipidica e inativa 'O; e os radicais LOO’ (67’68), OH e O,". E assim, reduz a
oxidagao do DNA e lipidios, que estd associada a doengas degenerativas, como

~ . 2
cancer e doengas cardiacas 2.

A principal atividade antioxidante dos carotendides € a desativagdo do
702(68), com velocidade para essa reagao superior a dos tocoferdis. A desativacéao

do 'O, pode acontecer de duas formas: pela transferéncia fisica da energia de
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excitacdo do 'O, para o carotendide e pela reacdo quimica do carotenéide com o
'0,. Em condigdes normais no organismo, 95% da desativagdo do 'O, é fisica,
restando somente 5% para reagir quimicamente, o que torna os carotendides

antioxidantes mais efetivos (9).

A sua acdo sequestrante do 'O, interrompe a geracdo de carotendides
reativos ao oxigénio ainda nas etapas iniciais de sua formacao. Tal efeito também
vem sendo atribuido mais recentemente ao préprio retinol, do qual alguns
carotendides sao precursores. Uma unica molécula de retinol ou B-caroteno é
capaz de inativar varios radicais 'O, antes de ser destruida. O B-caroteno é ainda
reconhecido como varredor de radicais peroxil, especialmente em condi¢cbes de

baixa tensdo de oxigénio (68),

As vitaminas C e E podem proteger a pele dos efeitos devastadores do

(69)

estresse oxidativo, conforme demonstrou Murray et al. , avaliando a formacgao

de citocinas, incluindo as interleucinas: IL1a, a IL-6, a IL-8, a IL-10 e fator de
necrose tumoral a (FNTa), concluiram que as vitaminas referidas exercem
importantes e significativos efeitos fotoprotetores na pele, sendo particularmente
eficazes na reducdo das mutacdes do dimero de timina, conhecidos por sua
associagao ao CP.

2.7 Zinco e Outros Minerais Antioxidantes

Dentre os nutrientes essenciais para o funcionamento normal do sistema
antioxidante enddgeno, podem-se citar os minerais como cobre, manganés, zinco,
selénio, ferro e a vitamina riboflavina, que sao importantes co-fatores do sistema

enzimatico antioxidante (56),

O selénio é considerado um mineral essencial para a protecdo contra a
peroxidacéo lipidica de membranas celulares e subcelulares, uma vez incorporado

as selenoproteinas, exerce importantes fungbes no organismo, participando da

defesa antioxidante, do sistema imune e da regulagédo da funcgéo tireoidiana (70 A
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GPx é uma selenoproteina que atua como enzima antioxidante no plasma.
Demonstrou-se que sua concentragao e atividade aumentam com o0 consumo de
selénio, até que essa relacao dose-resposta atinja um platd, a um nivel sérico de

selénio entre 70 e 90 ng/mL (70.71)

Esse mineral bloqueia a ativagao do fator NF-kf, um regulador sensivel a
oxidantes que modula a producao de mediadores inflamatérios e de moléculas de
adesédo, dessa forma a ativacado do fator NF-ka pode ser decorrente de situagdes
de uma baixa ingestao de selénio. Desta forma, esse oligoelemento pode exercer
papel fundamental em minimizar o desenvolvimento de doencas crbnicas por
reduzir a atividade proé-inflamatéria e por favorecer o sistema de defesa

antioxidante (70’71).

A suplementacédo de selénio levou a uma diminuicao na expressao de dois
importantes genes pré-inflamatérios: ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e TNF-a, por meio
da inibicdo de vias relacionadas as proteinas quinase mitogénio ativado (MAPK),
sugerindo um efeito anti-inflamatério do selénio por meio da regulagéo de fatores

de transcricao ©4),

O cobre tem funcdes organicas especificas por ser constituinte de enzimas
com atividade de oxidacdo e reducdo, como cobre-zinco SOD, lisil oxidase,
citocromo-c oxidase, dopamina [-hidroxilase e ceruloplasmina, entre outras.
Influencia diretamente a atividade da superoxido dismutase e ceruloplasmina, as
quais requerem o mineral como cofator catalitico e, indiretamente, atua na
atividade das enzimas CAT e GPx. Esta envolvido no metabolismo ésseo, no
sistema imunologico e na prevencdo de doencas cardiovasculares 72 A
deficiéncia de cobre pode comprometer direta e indiretamente varios componentes

do sistema de defesa antioxidante (72),

O zinco é um elemento essencial de grande importdncia para o
metabolismo humano, que atua desempenhando fungdes estruturais, enzimaticas

(73,74)

e reguladoras Sua deficiéncia contribui para prejuizos nas seguintes

funcbes: replicagdo do DNA, transcricdo de RNA, transdugdo do sinal, catalise
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enzimatica, regulacdo do potencial de oxidacao, apoptoses e compromete a

defesa imunologica (74),

A participacao do zinco na defesa antioxidante plasmatica vem sendo mais
recentemente estudada. Entre outros efeitos, esse mineral inibe a NADPH-oxidase
enzima envolvida na produgdo de EROs e atua como cofator catalitico SOD, uma
das enzimas do sistema antioxidante enddgeno. Além disso, participa diretamente
da neutralizacdo do radical OH" e induz a produgdo de metalotioneinas,

(27,73,74)

substancias que também atuam na remogédo desse radical . Através da

enzima SOD, o radical O," pode ser neutralizado com extrema rapidez pela
adicdo de acidos, originando outro radical, o H>O,, o qual também pode ser
produzido espontaneamente (" Se a SOD for ineficiente para reduzir o radical
027, o acumulo desse radical pode reagir com o NO’ gerando o radical muito
téxico: ONOO' o qual inicia a nitrosilacado dos residuos de tirosina de moléculas

s ~ ~ L. 7
protéicas, provocando alteracdo na fungo protéica .

Um balanco positivo de zinco esta associado a melhor retencéo
nitrogenada; a insulina plasmatica aumenta quando um negativo balanco de zinco
é convertido em positivo. Adequada provisao de zinco é necessaria para estimular
a sintese protéica, provavelmente como resultado de um aumento na atividade de
muitas enzimas dependentes de zinco que participam na sintese protéica; o zinco

P . ~ , 7
também exerce papel na resposta e utilizagédo insulinica (79),

Prasad et al. (76)

referem que apds a suplementacao de zinco a incidéncia
de infecgdes diminuiu, as concentracbes plasmaticas de zinco aumentaram, a
geracaio de FNTa e marcadores de estresse oxidativo reduziram

significativamente.

A suplementagdo de zinco provoca redugcdo na expressdao génica, na
producdo de citocinas pré-inflamatérias e reducao dos marcadores de estresse
oxidativo. Em células pré-mieldcitos de portadores de leucemia, a deficiéncia de

zinco aumenta os niveis de FNTaq, IL-8, IL-1b, e mMRNA 77,
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O zinco e o cobre atuam indiretamente no controle da produgédo de RL,
evitando seus efeitos deletérios. O zinco atua reduzindo a acao oxidante de metais
e conferindo estabilidade as membranas celulares por meio da prevengédo da
peroxidacao lipidica; além de que, o efeito protetor do zinco no estresse foto-
oxidativo, pode estar relacionado a sintese da metalotioneina, formando um
complexo zinco-tiolato, que parece ser alvo preferencial para oxidagao,

73,78
preservando a pele e seus componentes (">"®),

O Zinco pode funcionar como agente antioxidante por dois mecanismos: em
primeiro lugar, compete com o Fe e Cu para a ligagdo com as membranas
celulares e proteinas, deslocando-os e tornando-os mais acessiveis para a ligagao
com a ferritina e metalotioneina respectivamente. Em segundo lugar, o Zn liga os
grupos de sulfidrilas nas proteinas, protegendo- as da oxidacao. O nivel de Zinco
nao controla diretamente as concentracdes de perdxidos do tecido, mas pode

p - N C 73,74,79
proteger moléculas especificas do dano oxidativo e peroxidativo ( )

Os mecanismos propostos para a atividade antioxidante do zinco sao:
protecdo contra deplecao de vitamina E, estabilizacdo de membranas, restricao da
producgéo de radicais livres enddgenos, manutencédo das concentracdes tissulares
de metalotioneina e contribuicdo para a estrutura da enzima antioxidante

o . 73,74,78
extracelular superoxido-dismutase ( )

O zinco participa como cofator de enzimas como: &lcool desidrogenase,
anidrase carblnica, fosfatase alcalina, carboxipeptidases, proteina C quinase,
acido ribonucléico polimerase, transcriptase reversa e constituinte de proteinas de

transcricao 7,

Heidor et al. "® salientam que importante papel tem sido atribuido a este
mineral na manutencao da estabilidade genémica e na expressdo génica, pois
compbe regides de proteinas denominadas dedos de Zn, necessarias ao
reconhecimento das sequéncias de DNA. Os dedos de Zn sao fatores de
transcricdo que blindam o DNA e regulam a transcricdo dos receptores de

(75)

hormonios esteroides e outros fatores . In vivo, o mineral revela-se capaz de
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renaturar e reativar o p53 em células previamente tratadas com agentes quelantes

de metais. Em células de adenocarcinoma, o mineral induz apoptose, mediada

pela geracao de EROs (79),

Bickers e Athar ©% postulam que pacientes com queratoses actinicas e

carcinoma basocelular apresentam concentragbes das enzimas antioxidantes:

CuZnSOD e MnSOD no plasma e soro reduzidos.

Em estudos realizados com ratos que desenvolveram cancer de eséfago
induzido por n-nitrosobenzilmetilamina, a suplementagdo de zinco induziu
rapidamente a apoptose de células epiteliais, diminuindo substancialmente o

. R 7
desenvolvimento do cancer ( 3).

Em estudo conduzido por Kraus et al. ®1)

, investigou-se a influéncia de
antioxidantes suplementados (vitamina C, vitamina E ou 3 caroteno) na fragilidade
osmotica, no dano oxidativo e nos componentes do sistema de defesa preliminar
dos eritrocitos de ratos zinco-deficientes. Concluindo-se que a deficiéncia dietética
de zinco em ratos causa aumento na fragilidade osmética dos eritrocitos e dano

oxidativo, os quais tendem a melhorar com a suplementacao dos antioxidantes.

2.8 Biomarcadores do Estresse Oxidativo

A quantificagdo de biomarcadores pode traduzir mudangas em sistemas
biolégicos, em resposta a exposicao ou aos efeitos de xenobibticos ou outros tipos
de fatores promotores de doencas (43), permitindo a avaliacdo € mensuracéao de
substancias, cujas concentracées ou niveis em amostras biolégicas expdem
evidéncias de processos biolégicos normais, processos patogénicos e de resposta

farmacoldgica a uma intervencao terapéutica.

2 . - L -
Conforme Bray ® ), 0s métodos de mensuragao do estresse oxidativo sédo

baseados em cinco estratégias: medida de produtos gerados por danos oxidativos
em amostras bioldgicas; medida do equilibrio entre os sistemas pré-oxidantes e
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antioxidantes; avaliacdo da vulnerabilidade de amostras bioldgicas a oxidacao
apds a adicao de um pré-oxidante externo; deteccdo de eventos primarios como
ativacao de fatores de transcricdo que antecedem o dano oxidativo; e abordagem
clinica que utiliza métodos nado invasivos, como ressonancia magnética, para
diagnosticar manifestagdes primarias resultantes do estresse oxidativo.

43 . . .
Segundo Vasconcelos et al. ( ), 0 biomarcador ideal deve reunir as

seguintes caracteristicas: mostrar alta especificidade para o efeito de interesse;
refletir o efeito desde o inicio; ser passivel de determinacao e analise faceis e de
baixo custo; ser analisado por técnica nao invasiva, de alta sensibilidade, no fluido

biolégico escolhido.

Os marcadores de balango redox nao invasivos refletem o dano causado

pelas EROs e ERNs sobre o sistema biolégico, assim como a eficiéncia da defesa

43

antioxidante em frear tais danos “®. Os estudos tém utilizado métodos para

afericdo indireta das lesGes oxidativas, entre eles, destacam-se o0s
espectrofotométricos e cromatométricos que medem a atividade enzimatica (SOD,
CAT, GPx, GSH) e/ou a concentragdo de tripeptideos (glutationa total, GSH,
GSSG e aldeidos). Estas afericbes podem ser realizadas em tecidos, sangue e

outros fluidos (43).

A acdo deletéria das ERO e ERN sobre biomoléculas tem como
consequéncia a manifestacdo de danos oxidativos potenciais. Dessa forma, os

biomarcadores do dano oxidativo sdo classificados de acordo com a biomolécula
, . T , 4
sobre a qual as espécies reativas atuam: lipidios, proteina ou DNA (83.84)

Muitos desses biomarcadores estdo sendo estudados e aplicados em

pesquisas epidemioldgicas, incluindo varias analises de lipidios, DNA e oxidacao

(84)

de proteinas Torna-se relevante identificar os marcadores de estresse

oxidativo e sistematizar sua utilizagdo no diagnéstico e controle dos efeitos

4
adversos desse estresse (83:84)
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Os indicadores de peroxidagdo lipidica tém sido propostos como sendo
eficazes para investigacdo do estresse oxidativo, destacando-se os métodos:
xilenol-orange usado para se determinar a concentragdo de LOOH" em amostras

biolégicas, (85); a quantificacdo do MDA pela reacéao classica do MDA com o acido

tiobarbiturico (TBA) e a dosagem de isoprostano 64),

A validade de um biomarcador de estresse oxidativo / nitrosativo apresenta
0s seguintes requisitos: (a) estabilidade, ndo ser suscetivel a oxidacdo ou perda
durante o manuseio da amostra, processamento, andlise , armazenamento e, (b)
um produto de grande dano oxidativo / nitrosativo que podem estar implicados
diretamente no inicio e / ou a progressao da doenca, (c) acessivel num tecido alvo
ou em um substituto valido e que reflete quantitativamente a modificacdo oxidativa
do tecido alvo, (d) estando presente em concentragbes suficientemente altas (e)
especifico para as espécies reativas em questao e livre de fatores de confuséo
relativo ao consumo alimentar, (f) ndo invasivos, (g) mensuraveis através de um
ensaio especifico, sensivel e reprodutivel; (h) facil de detectar e mensuravel entre
as populagdes; (i) apresentar-se, em concentragdes que ndo variam amplamente

. . . 86,87
nas mesmas pessoas nas mesmas condicoes em diferentes ocasioes ( ).

O método FOX baseia-se no principio de que os hidroperoxidos oxidam

ferro Il a ferro lll, o qual reage com o Orange xilenol, produzindo um cromoforo
que tem absorcdo maxima em 560 nm ®% 0 método de cromatografia liquida de

alta eficiéncia (CLAE) com deteccao por quimiluminescéncia tem sido bastante
utilizado na mensuragao especifica de LOOH" os quais sdo os primeiros produtos

da peroxidacéo lipidica a se formarem ®9),

O conteido ou acimulo de LOOH" em uma amostra pode ser quantificado
usando técnicas espectrofotométricas, onde o produto da reacdo dos
hidroperoxidos com reagentes como FOX, pode ser quantificado. O resultado
pode ser expresso em uma razdo LOOH’/concentracdo de colesterol na

(85)

amostra Para quantificar os hidroperéxidos, utiliza-se a reacdo dos

hidroperéxidos com um sistema enzimatico de GPx/GSH e NADPH. Sao feitas
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duas medidas de absorbancia em 340 nm, uma anterior a reacao e uma posterior,
visando determinar o decréscimo da absorbancia, devido a oxidacdo do NADPH,
neste comprimento de onda; este método € amplamente utilizado, quando se
pretende avaliar indiretamente a oxidagdo da LDL em diversas amostras

bioldgicas ®),

O método para quantificacdo de MDA como marcador de peroxidagao
lipidica se baseia na reacédo classica do MDA com o acido tiobarbiturico (TBA),
formando um complexo colorido, de absorbancia maxima no comprimentode onda
de 532 nm. A técnica espectrofotométrica € a mais empregada paradeterminar a

concentragdo de MDA em amostras bioldgicas (83, 84)

O ensaio para quantificacdo de TBARS é um ensaio espectrofotométrico
simples que mede um cromogénio que é produzido pela reagcdo do acido TBA,
com MDA, que & um produto final da peroxidagédo lipidica. A utilizacdo de
espectrofotometria para dosagem de TBARS é extremamente facil de usar, mas
nao é especifica na medida em que muitos outros substratos (por exemplo,
aldeidos) podem reagir com o acido tiobarbiturico, tornando tal método obsoleto.
Em vez disso, a maioria dos pesquisadores recorrem a uma modificacdo do

método TBARS, usando espectrofotometria liquida de alta eficiéncia (HPLC) para
separar TBARS e MDA (848

Outros produtos podem ser quantificados para determinar a magnitude da
oxidacao lipidica em amostras biolégicas, além de MDA e hidroperéxidos lipidicos.
Este é o caso dos F2-Isoprostanos, compostos derivados da acao de RL sobre os
acidos graxos poli-insaturados (PUFA). A subclasse F2- isoprostano sdo produtos
da oxidacdo do acido araquiddnico, outros isoprostanos (F4-isoprostano) sao
derivados dos acidos eicosapentaenoicos (EPA) e docosahexaendico (DHA).
Entre eles, o mais abundante € o PGF2-alfa-8-isoprostano (8-iso-PGF2a) (84), que
atualmente é considerado um método especifico para determinar a peroxidacédo

lipidica (48°86)
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Os F2-Isoprostanos podem ser extraidos e quantificados utilizando extracéao
de fase solida, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e Cromatografia

(86.87.88)  Os  radioimunoensaios

Gasosa-Espectrometria de Massa (CG-EM)
(radioimmunoassays — RIA), os imunoensaios enzimaticos (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay — ELISA) representam outras técnicas empregadas para
sua quantificacdo. A aplicacao de técnicas imunoldgicas, na afericao de 8-iso-
PGF2a (tipo de isoprostano), tem limitada especificidade, decorrente das possiveis

reagbes cruzadas com outros prostanoides (478687 A CG-EM tem boa

especificidade, no entanto requer instrumentacao analitica e analista treinado (88),

€ 0 método analitico de referéncia para a afericdo dos isoprostano em fluidos

iz , 7
biologicos e tecidos (83.87.88)

Inicialmente, os isoprostanos sdo formados in situ esterificados pelos
fosfolipidios da membrana celular e depois liberados para os fluidos bioldgicos

pela fosfolipase ®7)

. Ao contrario do que ocorre com os LOOH (produtos primarios
da peroxidacgao lipidica - LPO), que se decompdem rapidamente nos fluidos e
tecidos humanos, F2-isoprostanos sdo produtos secundarios da peroxidacao
lipidica, quimicamente estaveis, podendo, inclusive, ser dosados na

Urina(42:43,86.87)

A quantificacdo de F2-isoprostanos apresenta varias vantagens sobre
outros marcadores quantitativos do estresse oxidativo: 1) sdo quimicamente
estaveis, 2) sdo produtos especificos de peroxidacdo, 3) sdo formados in vivo, 4)
estdo presentes em quantidades detectaveis em todos os tecidos normais e
fluidos biolégicos, 5) aumentam substancialmente em modelos animais de lesdo
oxidante, 6) ndo sao afetados pelos teores de lipidios na dieta, e 7) podem
fornecer uma base bioquimica sensivel em estudos de determinagao da dose com

antioxidantes (87),

A medida de dienos conjugados permite avaliar a oxidacao lipidica através
do acompanhamento da cinética da reacao de sua formacao durante a oxidacao
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da LDL, monitorando continuamente a mudang¢a na absorbancia da amostra no

cumprimento de onda de 234nm (®8),

Para iniciar o processo de oxidacao, utiliza-se a incubacéao da LDL com ions
de metais de transicdo como o cobre. O tempo transcorrido entre a adigcdo dos
ions e o inicio da formagcdo dos dienos é chamada fase lag, inferindo-se a

susceptibilidade de oxidacao da LDL pela duracéao dessa fase (88),

O DNA pode ser oxidado produzindo muitos danos oxidativos, contudo a
oxidacao do C-8 da guanina é um dos eventos mais comuns e resulta em uma
lesdo mutagénica, que produz a transversdo da base guanina para timina. O 8-
OhdG pode ser medido em amostras de DNA humano (linfocitos, placenta, e
outros) e na urina; e é considerado um importante marcador de risco de cancer
associado ao estresse oxidativo. Varios métodos para a quantificacdo desse
marcador estdo disponiveis: HPLC (cromatografia liquida de alta pressdo) com
deteccdo eletroquimica, CG/EM e imunoensaios enzimaticos (Enzyme Linked

Immuno Sorbent Assay — ELISA) Y.

As proteinas também reagem com as EROs, portanto, torna-se importante
a analise da oxidagdo deste componente molecular. Os marcadores propostos
para analise da oxidacdo protéica sdo os grupos tidis protéicos e 0s grupos
carbonilas plasmaticos. Todos os aminoacidos sdo susceptiveis a oxidagao,
principalmente os aromaticos, que sao os alvos preferidos de ataque dos radicais
livres. Uma das principais consequéncias desse ataque sobre as proteinas sao as
modificacdbes em aminoacidos, como: metionina sulfoxida, valina hidroxida, 2-
oxohistidina, peroxido de proteinas, hidroxilacdo de tirosina para gerar o 3,4-

diidroxifenilalanina (DOPA) #%0),

O grupo carbonilico é amplamente utilizado como marcador do dano

4390 "0 método mais conveniente

(89,90

oxidativo em proteinas sob estresse oxidativo

) , baseado
(92)

para a quantificacdo do grupo carbonilico € o espectrofotométrico

na reacao de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DTNB) com o grupo carbonila , Cuja
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(43)

leitura de absorbancia é feita a 360 nm . A concentracdo de carbonila é

calculada usando o coeficiente de extincdo molar de 22,000 ®0) A unidade mais

utilizada para carbonila € nmol/g de proteina, por isso é preciso quantificar a

proteina total da amostra “3),

Este método nao requer elevados custos e equipamentos especializados,
apresenta a desvantagem de ndo medir a extensdo do dano oxidativo da proteina
na mistura de plasma, tecidos homogéneos ou extratos celulares. Requer mais

proteina disponivel em amostras clinicas (89.90)

As concentragdes do grupo carbonila das proteinas mostram-se elevadas
com o avancar da idade, assim como em doencgas inflamatorias crénicas, fibrose

cistica, injuria isquemia-reperfuséo(89). Tais  concentragbes  diferem

significativamente entre criangas saudaveis e portadores de doencas renais
cronicas, e o seu uso como biomarcador de estresse oxidativo € mais especifico

em pacientes com diabetes e hipercolesterolemia (89.90)

Os biomarcadores baseados no dano oxidativo das proteinas tém grande
relevancia em funcdo de que podem sinalizar para: alteracdo funcional de
enzimas, receptores, proteinas transportadoras, resposta imune, entre outros. Por
meio de tais alteragcbes, os produtos decorrentes do dano oxidativo sobre as
proteinas podem contribuir para a geragdo de danos secundarios a outras
biomoléculas. O dano ao DNA pode ser irreversivel em decorréncia da alteragao

funcional das enzimas reparadoras (89.90)

Para a andlise dos antioxidantes, alguns autores defendem o estudo da
capacidade antioxidante total (CAOT), ao invés de analise de antioxidantes
isolados, principalmente devido a interacdo que existe entre eles no plasma ou

(43)

soro' /. A andlise da CAOT, permite uma visdo ampla da agdo cumulativa de

todos os antioxidantes presentes; obtendo-se um parametro integrado capaz de

dimensionar pequenas alteracbes no delicado equilibrio redox existente in vivo.
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Essa andlise auxilia na avaliacao dos fatores nutricionais, fisiolégicos e ambientais

43
do balanco redox em seres humanos. “9),

Entre os ensaios por meio dos quais se afere a capacidade antioxidante
total de fluidos bioldgicos, destacam-se o TAS (Total Antioxidant Status) e o TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) ®Y 0 1AS permite estimar, in vitro, a
capacidade de todos os antioxidantes presentes no soro ou plasma em inibir a
geracao de radicais livres. Da mesma forma, o TEAC é empregado para avaliar, in
vitro, a capacidade antioxidante total do soro ou plasma, medindo-se a capacidade
dos antioxidantes presentes na amostra de interesse em inibir a oxidagdo do
composto ABTS (2,2’-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonete]. A quantidade de
ABTS oxidado (ABTSe+) é monitorada por leitura espectrofotométrica, cuja
absorbancia pode ser medida em um comprimento de onda de 405nm ou 750nm.
Assim, a supressao de tal absorbancia € diretamente proporcional a quantidade de

o 1,92
antioxidante presente na amostra 19293,

A avaliacdo do sistema de defesa também pode ser realizada pela
determinacao da atividade enzimatica antioxidante (atividade enzimatica da CAT,
da SOD e da GPx) “3) Para a analise de SOD verifica-se indiretamente a
atividade de SOD, geralmente por adigdo ao eritrocito do sistema xantina - xantina
oxidase como fonte de O, e um composto que seja reduzido pelo O (43), sendo a
atividade da enzima medida a partir do grau de inibicdo da reagédo do eritrécito,

expressos em unidades por grama de hemoglobina (Hb) (U/g Hb) “3),

Para o estudo da atividade da enzima CAT recorre-se a determinacao da
reducédo da concentragdo de H>O; e da producdo de Oy; a leitura da reducéo de
Ho.O, é feita por espectrofotometria ultravioleta a 240 nm. Os valores de CAT
também sdo expressos em unidades por g de hemoglobina (U/gHb). Uma unidade
de CAT corresponde a atividade da enzima necessariapara o consumo de 1 ymol

de H, O >em 1 minuto (43),
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Um dos métodos para avaliar a atividade de GPx em eritrécitos consiste em
adicionar ao lisado de hemacias uma mistura contendo NADPH, GSH, GR, EDTA
(agente quelante que tem também a funcado de impedir a oxidagdo de GSH a
GSSG) e tampao fosfato. Uma aliquota da mistura é adicionada ao hemolisado,
mantido em banho-maria a 37°C durante 1 min, adicionando-se, em seguida, H20-
ou hidroperdxido organico, para iniciar a reacdo, que é acompanhada em

(43)

espectrofotdmetro " . A andlise de GR em eritrécitos é feita utilizando-se técnicas

espectrofotométricas, em valores de absorbancia de 340nm, quando o NADPH é

convertido em NADP™ (“43),

2.9 Estresse Oxidativo e Cancer

Reforga-se, por oportuno, que o envolvimento celular e molecular de EROs,

. , . . 1
ERNSs e cloro no desenvolvimento de doengas esta cada vez mais consolidado®".

Ha evidéncias do envolvimento de EROs na regulacao de inUmeras vias de

. . ~ . 1z s . 4 . .
sinalizacdo que controlam processos bioldgicos importantes ® ), incluindo a

migracao, diferenciacao, proliferacdo, apoptose, adaptacdo ao estresse e a
expressao génica. As EROs podem modular multiplos sinais de transducao por
ativacao de receptores do fator de crescimento, a ativacdo de genes relacionados
com o crescimento precoces tais como c-fos e c-jun, alteragdes nas atividades de
proteinas quinases, inativagdo oxidativa de fosfatases e ativacdo de fatores de

transcricao ®4)

. Além disso, atuam como mensageiros das vias de sinalizacao
intracelular das células inflamatdrias, por exemplo, através da ativagcdo do FNTa,
IL 1©" e do fator NF kappa [, induzida pelo H2O,, sendo bloqueada por varios

antioxidantes, inclusive a vitamina E (32,43,47)

A estreita associacdo entre estresse oxidativo e cancer origina-se, em

parte, pelos efeitos da radiagcéo ionizante, a qual produz radicais livres de Oxigénio

e a 8-oxi-8- hydroxy-2 deoxiguanosina (8-OHdG) (11), cuja presenca no DNA
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~ . . 95 ~
provoca a transverso da guanina para timina °>. O aumento da concentragéo de

8-OHdG poderia levar a aumento da instabilidade genémica que, por sua vez,
. . : 95
pode levar a um comportamento fenotipico mais maligno dos tumores 99,
O estresse oxidativo se associa com a iniciagao, promogao e progressao da

(11)

carcinogénese; Nishigori et al. reiteram que tanto a radical OH" quanto o 'O

podem induzir danos ao DNA o qual representa a etapa inicial do processo de

. A 11
carcmogenese( ’80’96).

As EROs geradas no ambiente intracelular podem produzir diretamente
alteracées em uma fita ou na dupla fita de DNA, oxidando as bases pirimidinas,

purinas, e desoxirriboses, levando a mutagénese (95.96)

E sabido que o aparecimento de mutagées no DNA celular, promovidas por
agentes patogénicos (radicais livres, toxinas, metais, fontes energéticas, etc),
pode desencadear a perda do controle na proliferacdo celular, tendo como

(95,96)

consequéncia um fenotipo celular oncogénico . Agentes mutagénicos se

(97’98). O mecanismo

ligam quimicamente ao DNA, alterando a expressao génica
da carcinogénese envolve a hipétese da expansao clonal de células com mutacao
de oncogenes e gene supressor do tumor, os quais tém crucial papel no controle
do ciclo celular, manutencdo da integridade dos genes, proliferagdo e

diferenciacao celular (10,

2.9.1 Estresse Oxidativo e Cancer de Pele

A producao incontrolada de EROs/ERNs esta envolvida na patogénese da

7 ~ ~ ~ .
(95.97.98) ¢ padrdo de pele com cancer cutaneo exibe aumento

neoplasia cutanea
nos produtos de lipoperoxidacdo e decréscimo nas enzimas antioxidantes, e a
desregulacao oxidativa esta frequentemente associada com a progressao do

cancer em modelos animais. Tais observacbes dao suporte ao papel das
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radiacbes UV como pré-indutoras do estresse oxidativo e danos celulares,

0 A A A 95,96
contribuindo para a patogénese do cancer cutaneo ( )

As EROs/ERNs sao geradas como resultado do aumento do metabolismo
das células transformadas, de uma reacdo imunolbégica contra o tumor em

desenvolvimento, da radiagdo ultravioleta, da producdo de melanina e de um

sistema antioxidante alterado (96).

(94)

Melo et al. reiteram que o aumento dos niveis de ERO nas células

tumorais € influenciada por inumeros fatores, tais como interrupcdo das vias de
sinalizacao, expressao alterada de fatores de transcricao, desregulamentacao das
enzimas antioxidantes, disfungdo mitocondrial, acelerado metabolismo das celulas

neoplasicas, a alteracédo na proliferacao e a aquisicao do fendtipo metastatico.

Para exercer seus efeitos biolégicos, a RUV é transmitida através das
camadas de pele e absorvida por moléculas (cromoéforo, fotossensibilizador).
Entdo uma série de reagbes bioldgicas sao iniciadas. A RUV induz danos através
de dois mecanismos diferentes: por absorgao direta dos fétons por croméforos que
podem conduzir a reag¢oes foto-induzidas; este tipo de lesdo é tipica de bases de
DNA. O segundo mecanismo inclui processos de fotossensibilizacdo, onde
sensibilizadores endégenos ou exdégenos absorvem RUV. Absorvendo a energia
dos foétons muda o distribuicdo dos elétrons nas moléculas de cromoforos /
fotossensibilizador e gera o oxigénio singlete. Neste estado, a molécula pode
emitir fluorescéncia , perder energia na forma de calor, e é submetida a uma
reacao fotoquimica para formar fotoprodutos, ou mudar para o estado triplete
excitado. Reagdes fotobioquimicas, dependendo da espessura da epiderme, da
concentracado e a distribuicdo de croméforos, provocam alteragdes nas células e

tecidos bioldgicos ®7),

A RUV também induz danos ao RNA e pode causar mudancgas na estrutura
e na expressao de genes, provocando ainda alteracao funcional nas proteinas.
Além disso, induz bloqueio da transcricdo do RNA devido a formacdo de
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fotoprodutos do DNA, conduz a ativacao da proteina p53, que induz a apoptose de

queratindcitos sujeitos a irradiacédo @7,

A RUVB media dano celular, principalmente através da liberagcdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), provoca danos estruturais ao DNA,
particularmente induz a produgao de dimeros de ciclobutano de pirimidina (CPD),
fotoprodutos, pirimidina- pirimidona entre as bases de pirimidina adjacentes na
mesma cadeia que induzem mutag¢des nas células epidérmicas e, associa-se ao

A 10,97,98
cancer de pele (0. )

A RUVB revela-se mais potente na indugdo do cancer de pele, os seus
efeitos decorrem da alteragao na estrutura molecular, desregulacéo da expressao
génica por meio de sinais intracelulares de transdugdo, contribuindo para o
desenvolvimento e progressdo do céancer. A RUVB promove supresséao
imunolégica, reduz a tolerdncia a antigenos, reduz as concentragbes dos
antioxidantes da pele, dessa forma reduz a capacidade da pele de se defender
dos efeitos da radiacdo solar. A RUVB é mais citotéxica e mutagéncia que a

RUVA 7).

A RUVA induz modificagdes na resposta celular, mediada indiretamente por
processos oxidativos iniciados por fotossensibilizacdo enddgena; induz a geracao
de EROs, os quais podem mediar danos estruturais no DNA e peroxidacao lipidica

(98), promovem impacto negativo no sistema imune e também contribuem para o

(97)

desenvolvimento de cancer '’. As RUVA sao mais efetivas em induzir inflamacgéao

A 7 i
cutdnea que as RUVB ® ), envolvendo-se com outras respostas biolégicas, como:

imunossupressao e modificagdes oxidativas nas proteinas.

Persistente estresse oxidativo pode causar ativagcdo de fatores de

.~ . . e . 98
transcricdo e protooncogenes como c-fos e c-jun e instabilidade genética 8),

Yadav e Sharma ¥ descobriram que o tempo de exposi¢cdo a RUV influencia
diretamente na magnitude dos danos ao DNA e na apoptose das células. E
reforgam que a superexposigéo a luz solar aumenta o risco de CP e esta envolvida
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em outras respostas especificas da pele: eritema, imunossupressdao e
melanogénese, provocando uma série de eventos moleculares: danos ao DNA,
inducédo do gene p53 e proteinas reguladoras de gene p53, disturbios quanto a

replicacéo e reparo do DNA e apoptose, devido as mutagdes do gene p53 (100)

As ceélulas, contendo mutagcées do gene p53, sdo mais resistentes a
apoptose, o que desponta como vantagem de crescimento, e podem se expandir

. . oo . (100
preferencialmente de forma clonal, as custas dos queratindcitos normais (100)

Bickers e Athar (80)

mostram que as RUV alteram o ciclo celular, induzindo
alteracées nos queratindcitos epidérmicos, semelhantes aquelas induzidas pelas
ERO/ERN; induzem apoptose em queratindcitos, alterando a permeabilidade da

membrana, mantendo o estado pro-inflamatério na pele (80),

Os radicais livres conduzem a ativagdao da proteina quinase mitégeno-
ativada (MAPK), sendo as mais importantes: ERK 1/2 (quinase reguladora
extracelular), JNK (c-jun N-terminal quinase), p38 quinases e IKK (inibitoria Kappa

quinase) ®7

. ERK1/2 e JNK sao importantes para o recrutamento de c-Fos e c-
Jun para o nucleo, onde estes ativam o fator de transcricdo AP-1; a ativacao da
p38 quinase MAPK e IKK sdo eventos importantes para a ativagao do fator NF-kB,
ambos sdo importantes na regulacdo de genes envolvidos na patogénese da

inflamagéo, como: iINOS e COX-2 0,

A MAPK regula a transducao da ERK 1/2, JNK, p38 MAPK. As ERK 1/2 sao
frequentemente ativadas por fatores de crescimento, e a JNK participa na
sinalizacao de fatores de crescimento, em resposta a eventos geradores de
estresse oxidativo, como: exposicao a RUV e a acao de citocinas inflamatérias (19)
O '0, pode iniciar a sinalizacdo de JNK, a qual induz, por meio da colagenase

intersticial, a sintese de mediadores inflamatérios, como as citocinas: IL 1 e IL 6
(80)

A AP-1, cuja producao pode ser induzida pelas EROs e ERNs, estimula a

transcricdo de genes de enzimas desintegradoras da matriz, como as
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melanoproteinases da matriz (MMP), nomeadamente sao: MMP 1, MMP3, MMP9.
A MMP1 cliva os colagenos tipo | e tipo Ill da pele, preparando-os para serem
degradados pelas MMP3 e MMP9, agravando a degradagédo das proteinas, do
tecido conjuntivo da matriz e pode aumentar a agressividade bioldégica ao cancer

de pele (80),

O NFkp ativado, por sua vez, estimula citoquinas pré-inflamatorias como:
TNF a e a Interleucina-1B (IL-1 B), e parece desempenhar importante papel na

regulacdo redox, o que sugere a necessidade de antioxidantes para sua

(97)

inativacdo'”"’. O preciso mecanismo de ativagcao do NFkB pela RUV envolve a

inibicdo do IkBa (lota kappap alpha), um regulador negativo do NFkf3, e a indugao

de um receptor para o TNF a ®7,

A figura 4 demonstra a agdo da RUV sobre a pele.

Sun UVB/UVA
Plasma membrane
- Cytoplasm
o Sapl ) sva
=) b 3<—| MEKK1 —| NIK = IKKg
MSRF ERK1/2 > e LBt
C-Fos 4 \ »
NF-xB
MEK - &f_:,g MAPK ~ pes
C-Jun ” o= ‘
= . p50
f:_l:' C-Jun . =r
M{ATF-2 \ Proteosomal
ra B & \ \ degradation
Genes pro- \
inflamatérios: iNOS e \ | P
COX-2 > | | xB
o el 3"% [
Genes regulatérios do = AP1 [/
ciclo celular e da IERE e /
apoptose: ciclina D1, PEey @ity hinding =S

Bcl2, Belx, IAP, p21, p53 Nucleus

Figura 4. Acdao da RUV sobre a pele. ERK (quinase reguladora
extracelular), MAPK (proteina quinase mitégeno-ativada), MEK1 e MEK2
(intermediarias da cascada de producdo da proteina quinase mitégeno-
ativada), NIK (N terminal quinase inibitéria), IKK (inibitéria Kappa quinase),
NFkB (Fator nuclear k), JNK (de c-jun N-terminal quinase), p38MAPK (p38
proteina quinase mitdgeno-ativada), cjun e cfos (fatores de transcricdo e
protooncogenes), iINOS (gene pro-inflamatorio), COX-2 (ciclooxigenase),
AP1 (fator de transcricao- Proteina Ativadora 1). Fonte: Bickers e Athar (80)
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A peroxidacao lipidica (LPO), provocada pelos RL, altera a permeabilidade

(43)

da membrana *"’. Durante esse processo, os radicais LOOH" e outros produtos de

fragmentacao, que sdo agentes oxidantes, sdo formados. A LPO leva a destruicéo
de estrutura da membrana celular, faléncia dos mecanismos de troca de

(85)

metabdlitos e, numa condicdo extrema, a morte celular . Durante a LPO, as

enzimas COX-2, em condicoes fisioldgicas, sdo as maiores produtoras de LOOH’
(85), e catalisam a producdo de prostaglandinas, que em associacdo com a
producdo de NO™ provoca inflamacao, tumores benignos, queratose solar (SK), os
quais podem evoluir para a formagdo de CEC, provavelmente porque as células
inflamatérias produzem ERO, aumentando assim o dano oxidativo ao DNA e ao

, , o 7,1
sistema imunoldgico (97.100)

Mutagdes no gene p53 em humanos estdo frequentemente associadas em
mais de 90% dos casos de CEC e em torno de 50% dos casos de CBC "%, A 8-
OHdG é uma das principais alteragbes mutagénicas no DNA induzidas por
estresse oxidativo. Elevadas concentracdes de 8-OHdAG tém sido considerados

(101). Vérias

como fator prognéstico independente em diferentes tipos de cancer
enzimas, tais como 8 oxoguanine DNA-glicosilase 1 desidrogenase (hOGG1) e
glicose-6-fosfato (G6PD), atuam como protecdo contra o estresse oxidativo. A
baixa atividade dessas enzimas tem sido consistentemente associada com maior

, ~ s 101
risco de progressdo em varios tipos de tumor ().

Mutagdes no gene p53 em humanos estdo frequentemente associadas em
mais de 90% dos casos de CEC e em torno de 50% dos casos de CBC "%, A 8-
OHdG é uma das principais alteragdes mutagénicas no DNA induzidas por
estresse oxidativo. Elevadas concentracdes de 8-OHdAG tém sido considerados

(1

como fator progndstico independente em diferentes tipos de cancer o) Varias

enzimas, tais como 8 oxoguanine DNA-glicosilase 1 desidrogenase (hOGG1) e
glicose-6-fosfato (G6PD), atuam como protecdo contra o estresse oxidativo. A
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baixa atividade dessas enzimas tem sido consistentemente associada com maior

: . e 101
risco de progressdo em varios tipos de tumor (7).

Com a exposicao da pele as RUVs desenvolve-se a inflamacao, favorecida
pela infiltracdo de leucécitos e neutréfilos, aumento dos niveis de NO™ e

(94)

prostaglandinas, , liberacdo de mediadores como: FNTa, FN Kappa B e

citocinas inflamatérias IL1a, IL 16, IL 6829,

(102)

Berhane et al. concluiram que a inflamagdo esta associada a

progressdao da ceratose actinica para CCE. Com a inflamagdo, ha uma perda

102,103)

gradual da diferenciacdo, levando a malignidade ( . As citocinas produzidas

pelos leucdcitos inflamatérios podem induzir crescimento, motilidade ou

(102)

neovascularizagdo tumoral . Acredita-se que as prostaglandinas tenham

participacdo no desenvolvimento e progressdao de alguns tipos de cancer. O
aumento na sintese de prostaglandinas como a PGE2 pela COX-2 provoca a
reducdo da resposta imune do hospedeiro, dificultando assim a eliminacado de
células neoplasicas. Ocorre inibicao da atividade de células T, “natural killer’ e
macréfagos, da producdo de anticorpos e citocinas (194) " Os danos do DNA
provocam deplecdo das células de Langerhans da epiderme, interferindo na

capacidade de reconhecimento dos antigenos ©4),

O gene supressor tumoral conhecido como patched (PTCH) tem sido
implicado no desenvolvimento do CBC; mutacdes esporadicas do PTCH foram
encontradas em individuos com CBC, alguns dos quais sdo dependentes de

RUy(100.101)

O estresse oxidativo pode provocar o aumento da elastina no RNA
mensageiro, pode modificar as proteinas, gerando carbonilas, as quais se
acumulam na derme papilar da pele exposta ao dano gerado pela irradiacédo solar.
Adicionalmente, a melanogénese pode ser estimulada pelo dano no DNA ®7,
Como consequéncia, pode suprimir a funcdo imune da pele. Aproximadamente

40% dos seres humanos sao suscetiveis a imunossupressao provocada pelos

Referencial Tedrico




raios UV, e praticamente todas as pessoas com CBC ou CEC apresentam

. = (97
|munossupressao( ).

A imunossupressao desenvolve-se pela supressado do indutor do supressor
das Células T, através de células de Langerhans danificadas ou macréfagos
inflamatorios, que penetram na pele apds exposigcdo a RUV. Outro mecanismo
parece ser a liberacdo de citocinas como a IL-10, TNF-a, IL-1a, que podem
suprimir o sistema imunitario e evitar resposta celular mediada, estas s&o
secretadas pelos queratinécitos, apds dano oxidativo. Além disso, a RUV pode
também converter cromatéforos normais da pele em agentes imunossupressores,

. ~ Lo A . L . A 96,100
tais como a conversao de 4cido trans-urocanico a acido cis-urocanico ( ).

Dada a crescente populacédo de sobreviventes de cancer, a necessidade de
atenuar ou tratar os efeitos tardios da RUV tem emergido como uma area principal
de investigagdo em biologia de radiacdo. As vias molecular, celular e bioquimica
responsaveis pela morbidade tardia induzida pela radiacao sao impulsionadas, em
parte, por um estresse oxidativo cronico, com aumento cronico de espécies
reativas de oxigénio / nitrogénio, que servem como sinalizagdo intracelular
responsavel pela alteracdo funcional das células / fendtipo, resultando em

. ~ A s . ~ A s . . . 1
inflamacgéo crénica, disfuncao organica, e fibrose e / ou necrose mais tardias (105)

Neste cenario, torna-se fundamental que recursos e esforcos sejam
direcionados no sentido de programar estratégias de prevencao e controle de
cancer de pele. O estabelecimento de medidas efetivas para o controle do cancer
de pele pressupde informacdes de qualidade sobre os seus fatores determinantes
e acesso aos avangos tecnolégicos aplicados a sua prevencao e tratamento.

Torna-se importante avaliar o estresse oxidativo, recorrendo-se a
quantificacado de seus marcadores em pacientes com prévio diagnéstico dessa
patologia, com vistas a vislumbrar estratégias terapéuticas aptas e eficazes para
interromper ou atenuar esse estresse oxidativo, para assim, prevenir a instalacao

deste ou melhorar a qualidade de vida dos doentes. Sinalizando como estratégia
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preventiva a suplementacao de vitaminas e minerais antioxidantes na tentativa de

proteger a pele dos danos oxidativos.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Comparar o estresse oxidativo de individuos que tiveram e nao tiveram
cancer de pele ndo melanoma e avaliar o efeito da suplementagdo combinada de
vitaminas C, E e mineral Zinco no estresse oxidativo de individuos que

apresentaram a doenca.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os marcadores de estresse oxidativo dos sujeitos que tiveram e

nao tiveram cancer de pele ndo melanoma;

e Avaliar os marcadores de estresse oxidativo dos sujeitos que tiveram
cancer de pele ndo melanoma apds a suplementagdo de nutrientes
antioxidantes (vitamina C — hidrossoluvel; Vitamina E — lipossoluvel; e

zinco — mineral co-fator de enzimas antioxidantes - intracelular);

e Relacionar a suplementagdo combinada de nutrientes antioxidantes com

o perfil oxidativo dos grupos suplementado e placebo;
e Avaliar o estado nutricional dos sujeitos;

e Verificar o consumo alimentar habitual relativo a nutrientes antioxidantes

dos sujeitos;

e Correlacionar os marcadores de estresse oxidativo com os parametros
antropométricos dos sujeitos;

e Identificar os fatores de risco para o cancer de pele.
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4. MATERIAL E METODOS
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O estudo foi dividido em duas fases.

A fase 1 foi estudo transversal com controles, cuja populagéo foi constituida
por pessoas saudaveis e por individuos que apresentaram cancer de pele néo
melanoma ja submetidas a tratamento cirurgico, atendidas na Clinica

Dermatoldgica do Hospital Getulio Vargas (HGV) em 2011 em Teresina— Piaui.

A fase 2 foi um estudo do tipo ensaio clinico randomizado, duplo cego, cuja
populacao caso foi constituida por pessoas que apresentaram cancer de pele nao
melanoma ja submetidas a tratamento cirurgico, atendidas na Clinica

Dermatolégica do Hospital Getulio Vargas (HGV) em 2011 em Teresina—Piaui;

A Figura 5 mostra os desenhos dos estudos realizados neste trabalho.

Individuos
(n=84)
|
e I = e l .
SO Grupo Caso
Controle (n=60) FASE 1
(n=24)
V) V)
|
[ - | \
Grupo
Gru;zo_l;lz;ebo Suplementado FASE 2
n= (n=26)
V) v

Figura 5. Desenho dos estudos realizados neste trabalho.

4.1 Populacao e Amostra

O grupo controle (GC) foi constituido por 24 (vinte e quatro) pessoas
saudaveis, recrutadas na Universidade Federal do Piaui através de chamada em
cartazes espalhados pela Universidade, no periodo compreendido entre os meses
de novembro e dezembro de 2012.
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Os individuos que integravam o grupo caso (GC; n = 60) foram atendidos
na Clinica Dermatolégica do HGV no ano de 2011, cujos resultados de bibpsia
evidenciaram diagndstico de CBC/CEC e foram submetidos a procedimento
cirargico com vistas a remogao da lesdo cutédnea. O tamanho da amostra foi

(106) e 0 numero de

estimado com base na prevaléncia de CBC e CEC de 8,1%
atendimentos na Clinica Dermatoldgica do hospital no ano de 2011, que totalizou
130 portadores dessa patologia residentes em Teresina. Foi adotado o
procedimento de dimensionamento da amostra por estimacdo da média
populacional com variancia populacional desconhecida, utilizando-se a tabela T
com nivel de confianga de 95% e nivel de significancia de 5% com populacédo

finita.
Os critérios de inclusdo para ambos os grupos foram:
e Faixa etéria superior a 20 anos;

e Nao apresentar doenca pré-existente, incluindo diabetes mellitus tipo 1,
cardiopatias graves (com repercussao hemodindmica ou cianosantes),
disfungédo hepatica (ictericia ou cirrose), faléncia renal (necessidade de
didlise), HIV+, melanoma;

e Na&o ter feito uso de quimioterapia ou radiacdo nos seis meses prévios;

e N&o apresentar doenca psiquiatrica severa limitando a capacidade de
compreensao e aceitagao para participar com a doagédo do material;

e Aceitar em participar do estudo e assinar o Termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE);

e Nao estar recebendo suplementacao de vitaminas e/ou minerais.

O critério de inclusao especifico para o grupo caso foi: individuos que
tiveram CBC/CEC j& submetidos a tratamento cirurgico, atendidos na Clinica
Dermatolégica do Hospital; e para o grupo controle foi: pessoas que nunca tiveram
CBC/CEC.
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Os critérios de exclusao foram:

e N&o aceitar participar da pesquisa/ou nao responder aos questionarios.

Os critérios de perda/descontinuagao foram:

N&o realizar coleta do material biolégico;

N&o conseguir mais contato com o sujeito no decorrer do estudo;

Ser diagnosticado com alguma co-morbidade que esta incluida no critério
de inclusédo durante o estudo;

Para os grupos placebo e suplementados foi também a verificagdo de
n&o adesao a intervencao durante a suplementacao.

Para todos os grupos os dados demograficos coletados como fumo,
etilismo, uso de protetor solar e exposicao solar foi o relatado no momento da
pesquisa (habito atual), ndo foi realizado questionario para avaliagdo do
uso/exposicao destes parametros no passado do sujeito, o que é uma limitante do
estudo. Para os antecedentes de céancer na familia, o trabalho pesquisou os
antecedentes para cancer geral, ndo dividindo o antecedente de cancer de pele

ndo melanoma, o que também & um limitante do estudo.

Os individuos do grupo caso foram divididos em: grupo placebo (GP),
recebendo suplementacao de placebo e pelo grupo suplementado (GS) recebendo
suplementacao de antioxidantes (Vitaminas C, E e mineral Zinco).

A fim de satisfazer os propésitos do estudo, foram avaliados dados clinicos,
habitos de vida, dados antropométricos, sécio demograficos (Apéndice 1), de
consumo alimentar (Anexo 1) antes de iniciar a suplementacdo de antioxidantes e
foram avaliados os marcadores de estresse oxidativo em duas etapas, a saber: a)
Tempo |, etapa realizada antes da suplementacao de vitaminas C, E e mineral
Zinco; b) Tempo Il, etapa que foi executada, ap6s o término da suplementagao.

Para verificar e/ou garantir a adesdo a intervencao (tomada de 3

comprimidos/capsulas diferentes por dia) foi realizado acompanhamento dos
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sujeitos do grupo placebo e suplementado, por telefone ou por visita domiciliar,
nao teve uma frequéncia exata de visitas e/ou telefonemas entre os pacientes e
nao foi usado nenhum método de verificacdo de adeséo, o que é um limitante do
estudo.

Vale destacar que nas duas etapas da pesquisa, os dados foram coletados
de acordo com o mesmo protocolo e com instrumentos idénticos e previamente
testados. Além disso, a aplicagdo de todos o0s questiondrios, a avaliacao
antropométrica e preparo do material biolégico foram realizadas pela responsavel
pela pesquisa e orientandas de Iniciacdo Cientifica Voluntaria.

4.2 Randomizacao

Os sujeitos que tiveram cancer de pele ndao melanoma foram distribuidos
aleatoriamente, através de sorteio realizado por um sistema de randomizagéo via

Internet (http://www.randomizer.org/), em 2 grupos terapéuticos:

e Grupo Plabebo (GP): Recebendo suplementacao de placebo (capsulas
com igual apresentacao do grupo estudo, preenchidas com lactose).

e Grupo Suplementado (GS): Recebendo suplementacdo de nutrientes
antioxidantes: vitamina C e E baseados na Tolerable Upper Intake Level -
Dietary References Intakes (UL-DRIs-2001) (55), e de zinco, definida
segundo as Dietary References Intakes (DRIs), preconizadas pelo
Institute of Medicine e publicada pela National Academy Press em
2002177

4.3 Suplementacao

A suplementagéo dos nutrientes foi administrada simultaneamente 1 vez ao

dia, logo apdés o jantar, por um periodo de 60 dias. Coletando-se dosagens
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sanguineas iniciais e finais respectivamente no primeiro dia antes da intervencéao e

apds os 60 dias de intervengéo (Quadro 2).

Quadro 2. Doses e marcas utilizadas dos suplementos de Zinco, Vitamina E e Vitamina C.

Nutrientes Dose Suplementada Marca

Zinco 40 mg CVS Quality, USA
Vitamina C 500 mg CVS Quality, USA
Vitamina E 400mg Nature's Bounty, USA

4.4 Coleta de Material Bioldgico

O sangue venoso foi coletado, estando os sujeitos em jejum de, no minimo,
10 horas, sendo coletado com seringas plasticas descartaveis e agulhas de acgo
inoxidavel, estéreis e descartaveis. Depois foi transferido para tubos Vacutainer®
contendoacido etileno diamino tetracético (EDTA) como anticoagulante, para
obtencdo do plasma e sem EDTA, para obtencdo do soro. O plasma e 0 soro
foram separados por centrifugacao a 2500 rpm a 10 minutos a 4°C. O plasma e o
soro obtidos foram armazenados em freezer -80°C até a realizacdo das
determinacdes. O volume de sangue coletado para a realizacao das analises foi
de 5 mL.

4.5 Separacao dos Componentes do Sangue

Para determinacao dos parametros bioquimicos pesquisados, o plasma foi
separado do sangue total por centrifugacdo a 2500 rpm durante 10 minutos a 4°C
(centrifuga SIGMA 2K15). O plasma foi extraido com pipeta automatica e
acondicionado em tubos “eppendorfs” de polipropileno, sendo a seguir
conservados a —80°C para analises posteriores. O volume de sangue, coletado
com EDTA como anticoagulante, foi distribuido em 3 tubos “eppendorfs’ para

determinacdo das concentragdes séricas de isoprostano (1mL), nitrito (1mL) e
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TBARS (1mL) e 1mL, de sangue, coletado com citrato como anticoagulante,
destinado a determinacdo das concentracoes séricas da Capacidade antioxidante
total (CAQT).

4.6 Determinacoes dos Parametros Bioquimicos

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de
Farmacotécnica e Farmacia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) as andlises foram realizadas
pelas alunas de iniciagdo cientifica e mestrado do grupo de pesquisa da Profa.
Dra. Patricia Moriel.

4.6.1 Dosagem de nitrito pela reacao de Griess

A sintese de NO' foi avaliada por meio da quantificagdo de nitrito (NO2),

metabdlico estavel do NO’, pelo método de Griess (108)

. A reacéo é colorimétrica e
se baseia na reacao dos nitritos com acido sulfanilico e copulagédo com cloridrato

de alfa-naftilamino-p-azobenzeno-p-sulfénico de coloracao résea.

Para o preparo da Solugcédo de Griess, separou-se 60 ml de agua destilada
na proveta; pesou-se 0,5 g de acido sulfanilico, pesou-se 0,002 g de N(1-Naftil) e
separou-se 14 ml de acido acético. Adicionaram-se todos os componentes ao

béquer e misturou-se até dissolver. Colocou-se em frasco ambar e rotulou-se.

Para determinacdao do nitrito nas amostras, primeiramente foi preparada
uma curva padrao de 8 pontos (concentragdes de 0,25 mmol/L a 20 mmol/L) com
nitrito de sodio (Ecidra Cetus, Santo Amaro, Brasil)

O quadro 3 mostra o procedimento de determinagdo do nitrito tanto nas
amostras como na curva padrdo. Todas as andlises foram realizadas em duplicata

e a reacdo foi realizada em placa de ELISA Microplate 96 pogos. As
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concentracdes de nitrito foram calculadas por extrapolacao para uma curva padrao

de NaNO- e os dados expressos em pmoles de nitrito (108)

Quadro 3. Procedimento de determinacdo de nitrito nas amostras e na curva padrao.

Pontos da Curva ‘
Plasma Padrio Agua (Branco)
Amostra 30 uL 30 uL 30 uL
Solucéao de Griess 150 uL 150 uL 150 uL

Repouso por 15 minutos
Leitura em 545 nm (Biorad 2550 READER EIA. EUA)

4.6.2 Determinacao da capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total do Plasma coletado com citrato foi
determinada usando o Kit comercial Antioxidante Assay Kit (Cayman, USA). Este
Kit ndo separa os antioxidantes lipossoluveis dos hidrossoluveis, ele combina a
atividade antioxidante de todos os constituintes incluindo vitaminas, proteinas,
glutationa, acido urico, entre outros. O ensaio é baseado na capacidade dos
antioxidantes da amostra inibir a oxidacdo de ABTS® (2,2'-azino-di-[3-
etilbenzotiazolina-sulfonato]) para ABTS®* pela metamioglobina. A quantidade de
ABTS®* produzido pode ser monitorada em absorbancia 750 ou 405 nm. Os
antioxidantes da amostra causam diminuicdo da absorbancia da amostra que é
proporcional a concentracdo. A capacidade de antioxidantes da amostra para
evitar a oxidacao de ABTS é comparada com a de Trolox, um anélogo de tocoferol
solivel em agua e € quantificada como mM de equivalentes de Trolox ®3) A
capacidade antioxidante total do plasma demonstrada por estudos cientificos varia

de 0,5mmol/L a 2,0 mmol/L 2.
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4.6.3 Determinacao de 8-Isoprostano livre

A concentracao de isoprostano livre do plasma foi determinada utilizando-se
um kit comercial Isoprostane Express EIA Kit (Cayman, USA). O kit € baseado em
um imunoensaio competitivo, onde 8-isoprostano da amostra compete com 8-
isoprostano conjugado com acetilcolinesterase (8-isoprostane tracer) pelos sitios
de um anticorpo especifico de 8-isoprostanos feito em coelho. Uma vez que o 8-
isoprostane tracer tem uma concentragcdo constante e o 8-isoprostano da amostra
nao, a quantidade do 8-isoprostane tracer que se liga ao anticorpo é inversamente
proporcional a concentracdo da amostra. A figura 6 demonstra um esquema de
como é o processo. No poco da placa tem-se ligado um anticorpo monoclonal anti
lgG de coelho feito em camundongo. O anticorpo anti-isoprostano livre ou ligado
ao isoprotano da amostra ou ao 8-isoprostane tracer se complexa com o anticorpo
anti IgG de coelho, e o restante é lavado da placa. A reacdo é revelada
adicionando o reagente de Ellman’s (cujo substrato &€ a acetilcolinesterase) e o
produto da reacédo enzimatica é lido em 412 nm. A intensidade da cor revela a
quantidade de 8-isoprostane tracer ligado no poco, que € inversamente
proporcional a quantidade de 8-isoprostano na amostra. A concentragdo de 8-
isoprostano obtida é relativa a quantidade de 8-isoprostano livre no plasma e néao
total.
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Figura 6. Esquema de Desenvolvimento do Processo de Andlise
do Isoprostano.
Fonte: Isoprostane Express EIA Kit (Cayman, USA).

4.6.4 Dosagem do TBARS (Substancias reativas do acido tiobarbiturico)

A dosagem de TBARS consiste na deteccao de aldeidos reativos ao acido
tiobarbiturico. Adicionou-se em tubos de fundo conico em duplicata 600 pL de
agua destilada + 400 pyL de plasma + 1mL de solugdo deécido tiocloroacético
(TCA) marca Synth (Diadema-Brasil), a 17,5% + 1 mL de &cido tiobarbiturico
marca Sigma (Brasil) a 0,6% pH2. A solugdo foi homogeneizada por vortex e
colocada em banho Maria por 1 hora para a reacado acontecer entre os acidos e a
amostra. Os tubos foram furados para diminuir a pressao interna. Retirou-se do
banho maria e centrifugou-se a 3000 rpm por 15 minutos. Apdés retirar os tubos da
centrifuga, adicionou-se a placa de Elisa 200 pyL. As analises foram feitas por
espectrofotometria (534 nm). A concentracao foi calculada usando o coeficiente de
extincdo molar (1,56 x 10m™ cm™M) e os resultados expressos em nmol/ mL de
plasma nmol de MDA por mL de plasma.
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4.7 Avaliacao Nutricional

Os sujeitos incorporados a pesquisa foram submetidos a avaliagéo
nutricional, utilizando-se os parametros: peso, altura, prega cutanea tricipital
(PCT), circunferéncia do brago (CB), circunferéncia muscular do braco (CMB).

O peso corporal foi aferido em balanga eletrbnica digital portatili marca
Plena (Brasil), com capacidade de 150 kg e sensibilidade de 100g, instalada em
local afastado da parede, com superficies planas, firmes e lisas. A estatura foi
medida com um antropémetro marca Seca®, graduado em centimetros e com
barra de madeira vertical e fixa, para posicionamento sobre a cabeca do individuo,
estando os participantes descal¢cos, como 0s pés unidos, em posicao ereta,
olhando para frente. O peso e a estatura foram medidos trés vezes para cada

participante, sendo entdo obtida a média dessas medidas. O peso foi medido em

, ] 109,110
quilogramas e a estatura em centimetros '%%11%),

A PCT foi determinada com o auxilio de fita graduada, localizada no ponto
médio entre o acrdmio e o olecrano com o braco flexionado junto ao corpo,
formando um angulo de 90°. A prega foi mensurada na parte posterior do brago,
com os bragos relaxados e estendidos ao longo do corpo. Foram realizadas trés
medidas e calculada a média. Os resultados foram expressos em milimetros e

comparados com os padrdes propostos por Jellife an

A CB foi aferida por meio de uma fita métrica, obtida na metade da distancia
do braco ndo dominante, entre o acrébmio e olecrano com o individuo em pé.
Durante a determinacdo do ponto médio, o braco permaneceu flexionado; ja
durante a determinacdo da circunferéncia do braco, este permaneceu estendido e
relaxado ao longo do corpo. Trés medidas sucessivas forma obtidas e calculadas

a média, sendo esta, o valor considerado. Os resultados foram expressos em

centimetros e comparados com os padrdes propostos por Jellife (an)

A circunferéncia muscular do bragco (CMB) foi calculada a partir do valor
obtido da CB e da PCT, pela féormula:




CMB (cm) = CB (cm)-(0,314 x PCT)

Para interpretacdo dos resultados foi utilizada a faixa de normalidade

111)

simplificada de acordo com Jellife ( , cujos valores para sexo masculino sao

25,3 cm, 29,3 cm e 12,5 mm para CMB, CB, PCT respectivamente, e para o sexo
feminino sdo 23,2 cm, 28,5 cm, 16,5 mm para CMB, CB e PCT respectivamente.

Todas as medidas antropométricas foram aferidas por um Unico
observador, obedecendo ao prescrito no International Standards for

Anthropometric Assessment e as recomendacgées do Manual de Técnicas e
Procedimentos do Ministério da Saude (2003) (109.110)
Para a classificacdo do EN em relacao ao percentual de CB, PCT e CMB,

(

. . 12 ~
foram utilizados os valores de Blackburn e Bistrian ) que estao expressos na

tabela 1.

Tabela 1. Estado nutricional segundo % circunferéncia do brago (CB), % prega cutanea ftricipital
(PCT) e % circunferéncia muscular do brago (CMB).

Valores (% CB, PCT e CMB) Classificacao
< 60 Desnutricdo severa
60 a 80 Desnutricdo moderada
80a90 Desnutricao leve
90a 110 Eutrofia
110a 120 Obesidade leve
120 2 130 Obesidade moderada
130 a 200 Obesidade severa
=200 Obesidade mérbida

Fonte: Blackburn e Bistrian """,

Para idosos, os valores de PCT, CB e CMB foram comparados ao percentil
50 de acordo com sexo e idade preconizados National Health and Nutrition

Examination Survey - NHANES 1113,
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Para a classificacdo do estado nutricional segundo o indice de massa

corporal (IMC), para a faixa etaria inferior a 60 anos, foram adotados os padrées

114)

de referéncia estabelecidos pela Organizacao Mundial da Saude (1) ha tabela 2.

Tabela 2. Parametros para avaliagdo do estado nutricional pelo indice de massa corporal (IMC)
para a faixa etdria inferior a 60 anos.

Classificacao IMC (kg/m?)
Baixo peso < 18,50
Eutrdéfico 18,50 a 24,9
Excesso de peso = 25,00
Pré obeso 25,00 — 29,99
Obeso = 30,00
Obeso 1 30,00 — 34,99
Obeso 2 35,00 — 39,99
Obeso 3 > 40,00

Fonte: WHO (114).

Para a classificacdo do estado nutricional segundo o indice de massa
corporal (IMC), para a faixa etaria superior a 60 anos, foram adotados os padrdes

de referéncia estabelecidos pela Organizagdo Pan-Americana de Saude (OPAS)

(119). paixo peso (IMC<23kg/m?), peso normal (23<IMC<28kg/m?), pré-obesidade

(28<IMC<30kg/m?) e obesidade (IMC>30kg/m?).

4.8 Avaliacao do Consumo Alimentar Habitual

Os sujeitos da pesquisa foram solicitados a preencher um QFA

(116)

(Questionario de Frequéncia Alimentar) validado por Crispim et al. . Foram

fornecidas, no momento da entrega dos formularios, orientagbes quanto a forma
correta de anotar os alimentos, de discriminar porcées de alimentos, medidas
caseiras, quantidades em que as mesmas foram consumidas. Nesse questionario,

os alimentos foram ordenados em nove grupos alimentares: carnes e pescados,




leite e derivados, cereais e farinhas, leguminosas, hortalicas grupos A, B, C,
Frutas Grupos A, B, doces, bebidas e infusdes, diversos. As categorias de
frequéncia de consumo incluiram: todos os dias, 3 dias/semana, 3 dias/més,
quinzenalmente, nunca come determinado alimento. Os participantes indicaram a
frequéncia do consumo dos alimentos em um periodo de tempo determinado e a
porgcao consumida.

Esses alimentos foram devidamente quantificados em medidas caseiras,

(117)

transformadas em gramas, com o auxilio de um guia de medidas caseiras e

teve sua composicao nutricional, referente ao teor de antioxidantes (zinco, selénio,
cobre, vitamina C, vitamina E e vitamina A) avaliada por meio do software NutWim

2.5 do Departamento de Informatica em Saude da Universidade Federal de S&o

11 . = inclui
(118) Os alimentos ndo encontrados no programa foram incluidos tomando-

se por base a Tabela Brasileira de Composi¢cao de Alimentos (19)

Paulo

Os dados obtidos do QFA foram utilizados para determinar o consumo
alimentar habitual da seguinte forma: primeiramente, as frequéncias de consumo
foram transformadas em frequéncias diarias. Desta forma, trés vezes por més foi
transformada em 0,1 (3 = 30 = 0,1) e, assim sucessivamente. Foi utilizada a média
do intervalo de frequéncia de forma que duas a quatro vezes por semana foi

12
0 no

transformada em 3/7 (3 + 7), conforme realizado por Sichieri e Everhardt (
estudo de validagdo. Em seguida, as frequéncias diarias foram multiplicadas pelas
quantidades em gramas ou mililitros dos alimentos.

Os valores de ingestdo de micronutrientes foram ajustados pela energia,

121

utilizando-se o método do nutriente residual '?"). Esse ajuste é necessario, a fim

de evitar distorcdes nos valores de ingestdo dos micronutrientes analisados,

resultantes de variagdes no consumo de energia.
O célculo consiste em 4 equacdes, como segue:

Inicialmente, realizou-se andlise de regressao linear simples, considerando-

se o total de energia ingerida como variavel independente e ovalor absoluto do
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nutriente como variavel dependente. Utilizando-se a equacao geral da regressao
linear, pbde-se determinar a quantidade estimada de nutriente (Ye) que o

individuo deveria consumir com a sua média deconsumo de energia.

Equacao 1: Ye = 3y + B1 x média do consumo energético do individuo

O residuo da regressao (Yr) representa a diferenca entre a ingestdo atual

observada (Yo) para cada individuo e a ingestao estimada.

Equacao 2: Yr= Yo - Ye

Por definicdo, o residuo possui média zero e pode apresentar valores
positivos e negativos. Com isso, faz-se necessaria a adicdo de uma constante,

(122) bropdem que a constante seja 0

que € estatisticamente arbitraria. Willett et al.
consumo do nutriente estimado para a média do total de energia consumida pela

populacéo de estudo.

Equacao 3: Yc = By + By x média do consumo energético da populacao

O valor do nutriente ajustado ou residual (Ya) consiste na soma do Yr e da
constante Yc e refere-se ao valor do nutriente ingeridondo correlacionado com o

total de energia consumida.

Equacao 4: Ya=Yr-Yc

Para verificar a adequacao dos nutrientes antioxidantes, reportou-se ao
preconizado nas Dietary Reference Intakes — DRI’'s (Ingestbes dietéticas de
referéncia), Necessidade Média Estimada (EAR) como parametros de comparacao
5107 0g pontos de corte utilizados como referéncia diaria de nutrientes estao

apresentados na Tabela 3.




Tabela 3. Valores Referentes a DRI/ EAR (necessidade média estimada) para os Nutrientes
Antioxidantes.

Nutriente Sexo EAR
. Masculino 45 pg/d
Selénio (Se) Feminino 45 ng/d
Zinco (Zn) Masculino 9,4mg/d
Feminino 6,8 mg/d
Masculino 700 pg/d
Cobre (Cu) Feminino 700 pg/d
Vitamina A Masculino 625 pg/d
Feminino 500 pg/d
Vitaming C Masculino 75 mg/d
Feminino 60 mg/d
Vitamina E Masculino 12 mg/d
Feminino 12 mg/d

Fonte: DRI’s (55, 107).

4.9 Instrumento de Coleta de Dados

Para obtencdo dos dados sécio demogréficos, clinicos e dos habitos de
vida, foi aplicado, por meio de entrevista, um questionario elaborado pela
pesquisadora responsavel, devidamente testado, o qual continha informacdes de
identificacdo, dados antropométricos, habitos de vida, uso de medicamentos
(Apéndice 1).

4.10 Analise Estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o programa computacional SAS
System for Windows (SAS® 9.3, SAS Institute Inc, Cary, NC, EUA) " ¢ o
Statistics Program for Social Science for Windows (SPSS® 16.0, SPSS Inc,
Chicago, IL, EUA). Foi realizada analise exploratéria de dados, através de
medidas resumo (frequéncia) dos dados categéricos e estatisticas descritivas dos
dados quantitativos. Foram utilizados o teste Qui-quadrado e o Teste Exato de
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Fisher para comparacao das varidveis categéricas e o teste de Mann-Whitney
para a comparacdo das variaveis numéricas  (caso/controle e
placebo/suplementado); foi utilizada a ANOVA para medidas repetidas (ANOVA
for repeated measures) para a comparacao dos valores numéricos entre 0s grupos
de caso/controle e placebo/suplementado e entre os tempos. As variaveis foram
transformadas em postos (ranks) devido a auséncia de distribuicdo normal. Para
identificagao dos fatores associados ao cancer de pele foi utilizada a analise de
Regressao Logistica Univariada e Multivariada. Ainda, a Correlagdo de Spearman
foi utilizada para correlacionar parametros de concentracbes dietéticas de
nutrientes antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo. O nivel de

significancia adotado para este estudo foi de 5% (124)

4.11 Aspectos Eticos

Para realizar a coleta de dados solicitou-se consentimento do Hospital local
de pesquisa. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Piaui sob numero do Certificado de apresentacao para
apreciacao ética (CAAE) 0055.0045.000-10 (Anexo 2). Os sujeitos foram
esclarecidos sobre o0 estudo, os objetivos e os procedimentos, e foi solicitada a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 2) em duas
vias, sendo uma para o participante e a outra para o pesquisador, conforme

previsto pela Resolugdo N°. 196 / 96, do Conselho Nacional de Saude (129)

assegurando que os participantes terdo sua identidade preservada no anonimato.




5. RESULTADOS
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5.1 Fase 1

Um total de 24 controles e 60 casos foram incluidos no trabalho. As
caracteristicas sociodemograficas e habitos de vida dos grupos controle e caso
estdo demonstrados na tabela 4. A média de idade para o grupo controle foi de
56,7 + 11,6 anos, enquanto para o grupo caso foi 62,7 £ 14,2 anos (p=0,0492,
Teste de Mann-Whitney). Em relacdo ao tempo médio diario de exposi¢cao ao sol,
0 grupo controle aperesentou em média 35,0 + 28,9 minutos de exposicdo e o
grupo caso 180,5 + 123,8 minutos (p<0,0001, Teste de Mann-Whitney).

Nos grupos casos, a localizacao mais frequente dos tumores foi na face, em
81,2% dos casos, e 85% dos sujeitos foram diagnosticados com carcinoma
basocelular.

Quanto a ocupacado atual, 66,7% dos controles eram empregados
terceirizados que exerciam fungdo de servente de limpeza, 33,3% eram
aposentados. No grupo caso 29,1% eram aposentados, 29,1% eram domesticas,
33,3%, funcionarios publicos e 8,3%, profissional liberal, reiterando-se que na
infancia, adolescéncia e na fase adulta expunham-se livremente ao sol, exercendo

atividades de: lavradores e pescadores.
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Tabela 4. Caracteristicas sécio demogréficas e habitos de vida dos grupos caso e controle.

Controle Caso Valor de p
N (%) N (%)
Numero total 24 60
Sexo
Masculino 5 (20,8%) 21 (35,0%) 0,2045
Feminino 19 (79,2%) 39 (65,0%)
Habito de Fumar
Sim 3 (13%) 8 (13,3%) 0,6645
Nao 21 (87%) 52 (86,7%)
Uso de Protetor Solar
Sim 6 (25,0%) 41 (68,3%) 0,0003*
Nao 18 (75,0%) 19 (31,7%)
Tempo de Exposicao ao Sol (diario)
< 60 minutos 22 (91,7%) 16 (26,7%) <0,0001*
> 60 minutos 2 (8,3%) 44 (73,3%)
Uso de Bebidas Alcoodlicas
Sim 3 (12,5%) 9 (15,0%) 0,7307
Nao 21 (87,5%) 51 (85,0%)
Antecedentes para o Cancer
Sim 4 (16,7%) 42 (70,0%) <0,0001*
Néo 20 (83,3%) 18 (30,0%)
Cor de Pele
Branca 8 (33%) 11 (18,3%) 0,1377
Parda 16 (67%) 49 (81,7%)

Legenda: N= numero total. Teste Qui-Quadrado, *Teste Exato de Fisher, p<0,05 — diferenca estatistica

significativa.

Com relacdo as variaveis analisadas idade, uso de bloqueador solar, tempo
de exposicdo ao sol e antecedentes familiares de cancer
associacdo estatistica significativa.

Portanto,

para serem

apresentaram
realizadas as

comparacOes estatisticas dos parametros estudados entre 0s grupos,

resultados foram ajustados por essas variaveis.
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5.1.1 Avaliacao do Estresse Oxidativo

A Figura 7 demonstra a comparagdo das concentragdes plasmaticas de
capacidade antioxidante total do grupo controle (1,8 + 0,4 mMol/L) e casos (2,3 *
1,1 mMol/L).
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Figura 7. Capacidade Antioxidante Total dos grupos controle (n = 24)
e grupo caso (n = 60). Legenda: Teste ANOVA para medidas
repetidas. Nao existiu diferenca estatistica significativa (p = 0,8767).

A Figura 8 demonstra a comparacao da concentracao plasmatica de nitrito
do grupo controle (7,9 £ 6,5 mM) e casos (8,9 + 10,6 mM).
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Figura 8. Concentracdo plasmatica de Nitrito do grupo controle
(n=24) e grupo caso (n = 60). Legenda: Teste Teste ANOVA para
medidas repetidas, Nao existiu diferenca estatistica significativa
(p= 0,2676).

A Figura 9 demonstra a comparagdo da concentragdo plasmatica de
TBARS do grupo controle (0,06 + 0,05 uM) e casos (0,07 £ 0,08 uM).
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Figura 9. Concentragdo plasmatica das Espécies Reativas de
Acido Tiobarbittrico (TBARS) do grupo controle (n = 24) e grupo
caso (n = 60). Legenda: Teste ANOVA para medidas repetidas.
Nao existiu diferenca estatistica significativa (p = 0,1880).

Resultados




A Figura 10 demonstra a comparagcao da concentracdo plasmatica de F2-
isoprostano do grupo controle (46,3 + 21,8 pg/mL) e casos (81,9 + 36,4 pg/mL).
Existiu um aumento significativo (p<0,05) para o grupo caso em relagédo ao grupo
controle.
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Figura 10. Concentracado plasméatica de F2-isoprotanos do grupo
controle (n = 24) e grupo caso (n = 60). Legenda: Teste ANOVA
para medidas repetidas. A = diferenca estatistica significativa (p <
0,0001).

As concentracoes plasmaticas dos marcadores de estresse oxidativo
mostraram-se elevadas no grupo caso em relacdo aos individuos controles;
somente diferente estatisticamente para o F2-isoprostanos, sinalizando-se para
um estado pré-oxidante dos casos. Observando as figuras apresentadas, nota-se
que as médias e medianas para as concentracées plasmaticas de nitrito, TBARS e
F2-isoprostanos estdo proximas e que a distribuicdo dos individuos foi simétrica.
Jé para Capacidade Antioxidante Total somente o grupo controle foi simétrico, o

grupo casos apresentou uma variagao grande intragrupo e foi assimétrica.
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5.1.2 Avaliacao do Estado Nutricional e do consumo alimentar

Os resultados dos parametros antropométricos estdo na tabela 5. Os
resultados mostraram que ndo houve diferenga entre o0s parametros

antropométricos entre os grupos caso e controle.

Tabela 5. Parametros antropométricos segundo os grupos controle e caso.

Variaveis Controle (n = 24) Caso (n = 60) Valor de p
Peso (kg) 66,4 + 13,1 63,9 + 10,1 0,6300
Altura (m) 1,6 £0,1 1,6 £0,9 0,4750
IMC (Kg/m?) 27,3+3,5 26,3 £ 3,7 0,2710
PCT (mm) 20,2 +6,8 18,4+ 7,8 0,1750
CB (cm) 30,9 + 3,1 30,0+45 0,1910
CMB (cm) 24,6 £3,0 245140 0,7100

Legenda: IMC - indice de Massa Corporal; PCT- Prega Cutanea Tricipital; CB- Circunferéncia Branquial; CMB -
Circunferéncia Muscular do Brago. Teste de Mann-Whitney, p>0,05 Diferenga ndo significativa.

A classificacdo do estado nutricional realizada por meio de parametros

antropométricos como: o indice de massa corporal (IMC), % prega cuténea e %

das circunferéncias estdo na Tabela 6.
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Tabela 6. Avaliagdo do estado nutricional a partir do indice de massa corporal (IMC), Prega
cutanea ftricipital (PCT), Circunferéncia do braco (CB), Circunferéncia muscular do braco (CMB)
dos grupos controle e caso.

. Controle Caso p
An tr;:glrfizricos Classificacao (n=24) (n=60)
N % N %
Eutrofia 6 25,0 31 51,6
IMC Obesidade 5 20,8 16 26,7 0,0002*

Sobrepeso 13 54,2 13 21,7
Eutrofia 3 12,5 11 18,3

PCT Excesso de massa adiposa 16 66,7 34 56,7 0,401
Déficit de massa adiposa 5 20,8 15 25,0
Eutrofia 11 45,8 23 38,3

Excesso de massa 0,389

cB magra/adiposa 12 500 24 400

Déficit de massa

magra/adiposa 1 42 13 21,7
Eutrofia 7 29,2 20 33,3

CMB Excesso de massa magra 4 16,7 21 35,0 0,0180*
Déficit de massa magra 13 54,2 19 31,7

N = nimero de sujeitos. Teste Qui-quadrado, *Teste Exato de Fisher, p<0,05 - diferenca significativa.

O diagnéstico nutricional pelo IMC mostrou predominancia de sobrepeso no
grupo controle e de eutrofia no grupo caso com diferenca significativa. Em relagao
ao indice CMB, houve prevaléncia de déficit de massa magra no grupo controle e
excesso de massa magra no grupo caso com diferenga estatistica. Ja os indices
PCT e CB néo diferiram estatisticamente entre os grupos.

Avaliacdao do Consumo Alimentar Habitual dos sujeitos

Nessa etapa do trabalho reporta-se a anélise da frequéncia de consumo
alimentar dos sujeitos, com o intuito de caracterizar o panorama geral das
condi¢des alimentares.

Os alimentos referendados com consumo semanal (até 1 vez ou 2-6 vezes/

semana) estao expostos na Tabela 7 distribuidos entre os grupos controle e caso.
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Tabela 7. Frequéncia de consumo alimentar semanal por alimento dos grupos controle e caso.

Alimentos (':\lontrole (n 2:2 NCaso (n 60)% Valor de p
Leite ("
0 a1 vez/semana 10 41,7 26 43,3 0,0012(1)
2 a 6 vezes/semana 14 58,3 04 6,7
Ovo cozido
0 a 1 vez/semana 17 70,8 53 88,3 0,1010*
2 a 6 vezes/semana 7 29,2 07 11,7
Carne bovina
0 a1 vez/semana 11 45,8 43 71,7 0,0256*
2 a 6 vezes/semana 13 54,2 17 28,3
Carne de frango
0 a1 vez/semana 04 16,7 23 38,3 0,0548
2 a 6 vezes/semana 20 83,3 37 61,7
Peixe
0 a1 vez/semana 10 41,7 40 66,7 0,0350*
2 a 6 vezes/semana 14 58,3 20 33,3
Biscoito
0 a 1 vez/semana 16 66,7 30 50,0 0,1656
2 a 6 vezes/semana 8 33,3 30 50,0
Pao francés
0 a 1 vez/semana 01 4,2 21 35,0 0,0037*
2 a 6 vezes/semana 23 95,8 39 65,0
Bolo
0 a1 vez/semana 09 37,5 41 68,3 0,0092*
2 a 6 vezes/semana 15 62,5 19 31,7
Macarrao
0 a1 vez/semana 11 45,8 44 73,3 0,0166*
2 a 6 vezes/semana 13 54,2 16 26,7
Laranja
0 a 1 vez/semana 12 50,0 30 50,0 1,0000
2 a 6 vezes/semana 12 50,0 30 50,0
Mamao
0 a1 vez/semana 12 50,0 36 60,0 0,4028
2 a 6 vezes/semana 12 50,0 24 40,0
Abodbora
0 a1 vez/semana 08 33,3 18 30,0 0,7653
2 a 6 vezes/semana 16 66,7 42 70,0
Feijao
0 a1 vez/semana 05 20,8 11 18,3 0,7670
2 a 6 vezes/semana 19 79,2 49 81,7
Tomate
0 a1 vez/semana 12 50,0 12 20,0 0,0060*
2 a 6 vezes/semana 12 50,0 48 80,0

Legenda: @ 50% dos casos referiram consumo diario de leite. Qui-Quadrado, *Teste Exato de Fisher, p<0,05
= diferenga significativa
Legenda: Qui-Quadrado, *Teste Exato de Fisher, p<0,05 = diferenca significativa.
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Os resultados da analise da frequéncia de consumo habitual mostraram um
consumo estatisticamente inferior no grupo caso dos alimentos: carne bovina,
peixes, pao francés, bolo e macarrdo; e estatisticamente superior de tomate no
grupo caso; ambos 0s grupos apresentaram consumo insuficiente de laranja,

mamao, abdbora e feijao, sem diferenca estatistica.

Andlise e adequacao da dieta quanto aos nutrientes antioxidantes

As concentracoes dietéticas dos nutrientes antioxidantes ajustadas pela

energia nos grupos caso e controle estdo expostas na tabela 8.

Tabela 8. Concentracoes dietéticas médias e desvios padrdao do consumo de nutrientes
antioxidantes na dieta habitual do grupo controle e grupo caso.

Controle (n=24) Caso (n=60)

IR IHCE Média + DP Média + DP EAR’ P
Vitamina A (ug) 380,9 + 197,1 558,0 + 570,0 625 0,0010
Vitamina C (mg) 162,4 £ 19,3 57,9 + 50,6 75 0,2220
Vitamina E (mg) 6,1 +14.2 9,6 +7,02 12 0,0010
Cobre (ug) 1040,0 £ 1009,0  800,0 £ 400,0 700 0,0330
Zinco (mg) 10,1 +£12,6 6,5+3,6 9,4 0,0310
Selénio (pg) 52,2+ 445 76,2 + 38,8 45 0,0280

Legenda: DP= Desvio Padrdo; EAR Estimativa de requerimento médio diferente para sexos (Vitamina A 625
ug/d masculino e 500 pg/d feminino. Zinco 9,4mg/d sexo masculino 6,8mg/d sexo feminino. Vitamina C
75mg masculino e 60mg/d feminino). Teste de Mann-Whitney diferenca significativa (p<0,05).
ConcentracgGes dietéticas dos nutrientes ajustados pela energia.

No grupo controle, as concentragdes dietéticas meédias de vitamina C e dos
minerais cobre, zinco e selénio ultrapassaram a EAR; e no grupo caso, apenas a
ingestdo média de selénio e cobre superaram a EAR, as concentracdes dietéticas
médias de vitamina A, C e E estavam inferiores aos valores da EAR, nao
alcancando, portanto, a cobertura nutricional preconizada. Houve diferenca
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estatistica significativa quanto as concentracdes dietéticas dos nutrientes Vitamina

A, E, e dos minerais cobre, zinco e selénio entre os grupos caso e controle.

5.1.3 Correlacoes

A associacdo entre o0s marcadores de estresse oxidativo e as
concentragdes dietéticas de nutrientes antioxidantes no grupo controle mostrou
correlacdo positiva, moderada (r=0,508) e significativa (p=0,011) entre CAQOT e
Vitamina A, e uma correlacdo negativa, fraca (r=-0,449) e significativa (p=0,028)
entre nitrito e vitamina E (tabela 9).

Tabela 9. Andlise da correlacdo linear simples entre os parametros de estresse oxidativo e
concentracdes dietéticas de nutrientes antioxidantes do grupo controle.

Marcadores de Concentracoes dietéticas de nutrientes antioxidantes
Estresse
Oxidativo Vit A Vit C Vit E Selénio Cobre Zinco
r=0,160 r=0,151 r=0,019 r=0,22 r=-0,201 r=-0,147
Isoprostano
p=0,466 p=0,491 p=0,932 p=0,117 p=0,359 p=0,503
r=0,290 r=-0,077 r=-0,282 r=0,027 r=0,365 r=0,169
TBARS
p=0,163 p=0,722 p=0,182 p=0,793 p=0,079 p=0,431
r=0,508 r=0,267 r=-0,206 r=0,146 r=0,206 r=-0,160
CAOT
p=0,011 p=0,226 p=0,334 p=0,15 p=0,334 p=0,455
=-0,161 =-0,321 r=-0,449 r=0,015 =-0,311 =-0,189
Nitrito

p=0,453  p=0,126  p=0,028  p=0,882  p=0,139  p=0,376

Legenda: CAOT= Capacidade antioxidante total; TBARS= Espécies reativas de acido tiobarbiturico. Vitamina
A; Vitamina C; Vitamina E. Correlagdo de Spearman.

A associacdo entre o0s marcadores de estresse oxidativo e as
concentragdes dietéticas de nutrientes antioxidantes dos sujeitos que integravam o
grupo caso mostrou correlagdo negativa, fraca (r=-0,324) e significativa (p=0,021)
entre TBARS e Vitamina A (tabela 10).
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Tabela 10. Andlise da correlagao linear simples entre os parametros de estresse oxidativo e as
concentracdes dietéticas de nutrientes antioxidantes do grupo caso.

Marcadores de Concentracoes dietéticas de nutrientes antioxidantes
Estresse
Oxidativo Vit A VitC Vit E Selénio Cobre Zinco
r=0,128 r=0,182 r=0,282 =-0,009 r=0,056 r=0,023
Isoprostano
p=0,443 p=0,248 p=0,071 p=0,955 p=0,725 p=0,867
r=-0,324 r=0,176 r=0,108 r=0,144 =-0,034 r=0,197
TBARS
p=0,021 p=0,182 p=0,418 p=0,277 p=0,800 p=0,135
r=-0,064 r=-0,002 r=-0,192 r=-0,046 r=-0,110 r=-0,040
CAOT
p=0,654 p=0,988 p=0,145 p=0,732 p=0,406 p=0,765
r=0,250 r=-0,057 r=0,175 r=0,127 r=0,022 r=0,112
Nitrito

p=0,077  p=0,666  p=0,186  p=0,336  p=0,870  p=0,397

Legenda: CAOT= Capacidade antioxidante total; TBARS Espécies reativas de acido tiobarbiturico; Vitamina A;
Vitamina C; Vitamina E. Correlagao de Spearman.

5.1.4 Medida de Associacao

As variaveis antecedentes para o cancer, capacidade antioxidante total e
isoprostano, através da regressao logistica simples, foram associadas como
fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de pele. A analise do modelo
de regressao logistica multivariada, ajustada para o tempo de exposicao diaria ao
sol, identificou que as variaveis associadas ao cancer de pele sdo a idade e o
marcador de estresse oxidativo isoprostano. Para cada ano a mais, eleva-se o
risco da manifestacdo do cancer de pele em 12%, enquanto que, para cada
unidade (pg/mL) a mais do biomarcador isoprostano, aumenta-se em 4% a chance

do desenvolvimento desta patologia (Tabela 11).
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Tabela 11. Anadlise de regresséao logistica para os fatores associados ao risco do desenvolvimento
de cancer de pele ndo-melanoma.

Variaveis N OR IC 95% P

Analise de Regressao Logistica Simples

Antecedentes para o Cancer 84 11,657 3,489-39,014 <0,0001
Tabagismo 84 1,077  0,260-4,457  0,9185
Cor de Pele 84 2,228 0,763-6,504  0,1428
Alcoolismo 84 1,235 0,304-5,019  0,7677
Idade 84 1,084 0,997-1,073  0,0734

Biomarcadores Oxidativos

CAOT 84 1,772 1,013 - 3,100 0,0449
Isoprostano 84 1,039 1,017 - 1,061 0,0005
TBARS 84 2,351 0,003 ->999 0,806
Nitrito 84 1,012 0,959 - 1,068 0,666

Analise de Regressao Logistica
Multivariada

Ajustada para o tempo de exposicéo ao sol

Variavel
Idade 84 1,121 1,035- 1,213 0,005
Isoprostano 84 1,044 1,010-1,078 0,0099

Legenda: N= nimero total; OD=0dds ratio; IC=intervalo de confian¢a; CAOT=capacidade antioxidante total;
TBARS= Espécies Reativas de Acido Tiobarbiturico.

5.2 Fase 2

A figura 11 demonstra o organograma de caracterizagcdo do estudo e a
tabela 12 demonstra as caracteristicas sociodemogréficas e habitos de vida dos
grupos placebo e suplementado. A média de idade para o grupo placebo foi de
65,6 £ 13,2 anos, enquanto para o grupo suplementado foi 59,0 £ 14,9 anos
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(p=0,0860, Teste de Mann-Whitney). Em relacdo ao tempo médio diario de
exposicao ao sol, o grupo placebo apresentou em média 199,4 + 130,2 minutos de
exposicdo e o grupo caso 155,8 + 112,5 minutos (p=0,2450, Teste de Mann-

Whitney).

Capos de historia prévia de CPNM am
Tarssina-Plaul (leta disponibiizad 3

pelo hospitl) (n=302)

Excluldos {n=233)

» Asinfarmagies (i=sionz @ enderagn)
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noaTatas (=202

+ S2nagaram 3 partoipar 4o Ssida (n=34)
+ Submatdos 3 quimiaadagio nos UM §
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« Menhuma perda
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Figura 11. Organograma de caracterizagédo do estudo (Fase 2).
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Tabela 12. Caracteristicas sécio demograficas e habitos de vida dos grupos placebo e
suplementado.

Placebo Suplementado Valor de p
n (%) n (%)

Numero total 34 26

Sexo
Masculino 10 (29,4%) 11 (42,3%) 0,2994
Feminino 24 (70,6%) 15 (57,7%)

Habito de Fumar
Sim 4 (11,8%) 4 (15,4%) 0,7172
Nao 30 (88,2%) 22 (84,6%)

Uso de Protetor Solar
Sim 22 (64,7%) 19 (73,1%) 0,4897
Nao 12 (35,3%) 7 (29,9%)

Tempo de Exposicao ao Sol (diario)
< 60 minutos 6 (17,6%) 10 (38,5%) 0,0798
> 60 minutos 28 (82,4%) 16 (61,5%)

Uso de Bebidas Alcodlicas
Sim 2 (5,9%) 7 (26,9%) 0,0323*
Nao 32 (94,1%) 19 (73,1%)

Antecedentes para o Cancer
Sim 24 (70,6%) 18 (69,2%) 0,9095
Nao 10 (29,4%) 8 (30,8%)

Cor de Pele
Branca 5 (14,7%) 6 (23,1%) 0,5072*
Parda 29 (85,3%) 20 (76,9%)

Legenda: N= nimero total, Teste Qui-Quadrado, *Teste Exato de Fisher, p<0,05 — diferencga estatistica
significativa.
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5.2.1 Avaliacao do Estresse Oxidativo

A Figura 12 demonstra a comparacdo das concentragdes plasmaticas de
capacidade antioxidante total dos grupos placebo e suplementado no tempo basal
e apos suplementacao. As médias * desvio padrao foram, respectivamente: Basal:
2,2+ 1,1 mMol/L e 2,3 £ 1,2 mMol/L; Ap6s suplementacédo: 1,9 £ 0,7 mMol/L e 2,4
+ 0,3 mMol/L). Nao existiu diferenca estatistica entre os grupos.
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©
= x
\E, - T
(0]
€ 3
©
.-9 ‘{
x
iel
(0]
©
©
.-9 J
S 1 T | I x
Q
m *
O *
0 .

Placebo Suplementado

Figura 12. Capacidade Antioxidante Total dos grupos placebo (n = 34) e
suplementado (n = 26) no periodo basal e apdés suplementacéao.
Legenda: Teste Teste ANOVA para medidas repetidas. Nao existiu
diferenga estatistica significativa.

A Figura 13 demonstra a comparacéao da concentracao plasmatica de nitrito
dos grupos placebo e suplementado no tempo basal e ap6s suplementagédo. As
médias + desvio padrao foram, respectivamente: Basal: 7,3 + 11,5 mM e 10,9 +
3,2 mM; apés suplementacédo: 9,4 =+ 3,6 mM e 15,0 £ 11,8 mM. Nao existiu
diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 13. Concentragao plasmatica de Nitrito dos grupos placebo (n = 34) e
suplementado (n = 26) no periodo basal e ap6s suplementacédo. Legenda:
Teste ANOVA para medidas repetidas. Nao existiu diferenca estatistica
significativa.

A Figura 14 demonstra a comparacdo da concentracdo plasmatica de
TBARS dos grupos placebo e suplementado no tempo basal e apés
suplementacao. As médias + desvio padrao foram, respectivamente: Basal: 0,05 +
0,04 uM e 0,09 + 0,11 uM; apds suplementacao: 0,05 £ 0,03 uM e 0,06 + 0,04 uM).
Nao existiu diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 14. Concentragdo plasmaética das Espécies Reativas de Acido Tiobarbittrico
(TBARS) dos grupos placebo (n = 34) e suplementado (n = 26) no periodo basal e
apds suplementacao. Legenda: Teste ANOVA para medidas repetidas. Nao existiu

diferenca estatistica significativa.

A Figura 15 demonstra a comparagéo da concentracdo plasmatica de F2-
isoprostanos dos grupos placebo e suplementado no tempo basal e apds
suplementacao. As médias + desvio padrao foram, respectivamente: Basal: 76,4 +
34,7 uM e 87,3 £ 37,4 uM; apds suplementacao: 75,8 + 50,0 uM e 76,8 + 44.4 uM.
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Figura 15. Concentracao plasmatica de F2-isoprotanos dos grupos controle (n
= 24) e grupos placebo (n = 34) e suplementado (n = 26) no periodo basal e
apés suplementagdo. Legenda: Teste ANOVA para medidas repetidas. a =
diferenca estatistica significativa (p < 0,005).

Como visto na fase 1 do trabalho, as concentracées de F2-isoprostanos do
grupo caso, e consequentemente do grupo placebo e grupo suplementado, tanto
no periodo basal como no periodo apds suplementacao estavam elevadas quando
comparadas com o grupo controle, com diferenga estatistica significativa,

sugerindo a manutencdo de um estado oxidante nestes grupos.

Esperava-se que a suplementacdo com os antioxidantes proposta fizesse
com que as concentracdes de F2-isoprostanos no grupo suplementado voltassem
as concentragdes parecidas com o grupo controle; o grupo suplementado
apresentou uma queda, que talvez pelo numero pequeno de individuos e/ou pelo
tempo de suplementacdo de 2 meses ser reduzido, ndo conseguimos obter uma
reducdo mais importante. O grupo suplementado apresentou, em relagdo ao
tempo basal, para o F2-isoprostano, uma diminui¢do tanto da média como da
mediana e a distribuicdo do grupo se tornou mais homogénea, o que néao

aconteceu com o grupo placebo.
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5.2.2 Avaliacao do Estado Nutricional

Os resultados dos parametros antropométricos dos grupos placebo e

suplementados estao na tabela 13.

Tabela 13. Pardmetros antropométricos segundo os grupos placebo e suplementado.

Variaveis Placebo Suplementado (n = Valor de p
(n =34) 26)

Peso (kg) 63,8 + 10,5 64,8 + 10,0 0,7670

Altura (m) 1,5+0,1 1,6 £0,1 0,0140*
25,8 +3,2 0,3440

IMC (Kg/m?) 27,0 + 4,1

PCT (mm) 18,1+7,4 18,7+8,3 0,9100

CB (cm) 30,0 +4,7 30,2+4,2 0,6710

CMB (cm) 248 +4,0 241 +41 0,7670

Legenda: IMC - indice de Massa Corporal; PCT- Prega Cutanea Tricipital; CB- Circunferéncia Branquial; CMB -

Circunferéncia Muscular do Brago. Teste Mann-Whitney, *p<0,05 Diferenca significativa.

Houve diferenca significativa quanto a altura entre o grupo placebo e o

grupo suplementado.

A classificacdo do estado nutricional realizada por meio de parametros
antropométricos como: o indice de massa corporal (IMC), % prega cutanea e %

das circunferéncias estdo na Tabela 14.
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Tabela 14. Avaliagdo do estado nutricional a partir do indice de massa corporal (IMC), Prega
cutanea ftricipital (PCT), Circunferéncia do braco (CB), Circunferéncia muscular do brago (CMB)
dos grupos placebo e suplementado.

indices o Placebo Suplementado p
Antropométricos DERETEE D (n=34) (n = 26)
N % N %
Eutrofia 16 47,0 15 57,7
IMC Obesidade 8 235 8 30,8 0,4215
Sobrepeso 9 26,5 4 15,4
Eutrofia 3 8,8 5 19,2
PCT Excesas;pdoes ;nassa 18 529 16 61,5 0,401
Déficit de massa adiposa 10 294 8 34,61
Eutrofia 14 412 9 25
Excesso de massa
ce magra/adiposa 11 323 13 50 0,4481
Déficit de massa 9 26,5 11 423
magra/adiposa
Eutrofia 11 32,3 8 30,76
CMB Excesso de massa magra 13 382 8 30,7 0,3787
Déficit de massa magra 9 26,5 11 42,3

N = nimero de sujeitos. Teste Qui-quadrado, *Teste Exato de Fisher, p<0,05 - diferenca significativa.

Os indicadores nutricionais IMC, PCT, CB e CMB né&o diferiram
estatisticamente entre os grupos placebo e suplementado. O diagnédstico
nutricional pelo IMC mostrou predominancia de eutrofia nos grupos placebo e

suplementado.

Andlise da dieta quanto aos nutrientes antioxidantes

As concentragdes dietéticas dos nutrientes antioxidantes ajustadas pela
energia nos grupos placebo e suplementado estdo expostas na tabela 15.
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Tabela 15. Concentragdes dietéticas médias e desvios padrdo do consumo de nutrientes
antioxidantes na dieta habitual do grupo placebo e suplementado.

Parametros I?I::gg)o Supl:::zeg)tado EAR* P
Vitamina A (ug)  705,3+778,6  428,2+232,4 625 0,8800
Vitamina C (mg) 55,7 +47,6 54,2 £ 46,5 75 0,7300
Vitamina E (mg) 9,0£4,0 9,9+9,3 12 0,6100
Cobre (ug) 950,0 +510,0 870,0 +280,0 700 0,0700
Zinco (mg) 7,144 5824 9,4 0,1300
Selénio (ug) 79,8 £47,4 76,9 +21,5 45 0,1900

Legenda: EAR Estimativa de requerimento médio diferente para sexos (Vitamina A 625 pug masculino/d; 500
pg/d feminino. Zinco 9,4mg/d sexo masculino; 6,8mg/d sexo feminino. Vitamina C 75mg masculino e
60mg/d feminino). Teste de Mann-Whitney diferenca ndo significativa (p>0,05). Concentracdes dietéticas
dos nutrientes ajustados pela energia.

As concentracoes dietéticas médias do mineral selénio e do mineral cobre
ultrapassaram a EAR no grupo placebo e suplementado e a ingestdo média da
vitamina A foi superior a EAR no grupo placebo. Os valores médios de ingestao
dos demais nutrientes analisados estavam inferiores aos valores da EAR, nao
alcangando, portanto, a cobertura nutricional preconizada. As médias de consumo
de nutrientes antioxidantes n&o alcangaram diferenca estatistica significativa entre

0s grupos placebo e suplementado.
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6. DISCUSSAO
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Neste estudo foi avaliado o estresse oxidativo em individuos saudaveis e de
pacientes que apresentaram e céancer de pele nao melanoma, assim como foi
investigado o efeito da suplementacdo de vitaminas C, E e mineral zinco no
estresse oxidativo desses pacientes.

A localizagdo mais prevalente dos tumores cuténeos neste estudo foi na
face. Sabe-se que a maior intensidade dos danos oxidativos tende a ocorrer em
areas mais expostas as RUVs, assim, a face € um local do corpo bastante exposto
as RUVs, e elas induzem a producédo de EROs e ERNs, que em condi¢des
excessivas rompem o equilibrio oxidante/antioxidante, sendo responsavel por

danos na pele. Tais resultados se compatibilizaram com os estudos de Becker et

(126) (127)

al. e Borsato e Nunes )

Outro aspecto a ser discutido diz respeito a esperada predominancia de

CBC em relacao ao CEC, pois como sabemos o CBC representa o cancer de pele

. . ~ 1
mais comum, correspondendo a 70% das neoplasias cutaneas'”

se combatibilizaram com Ferreira et al. (24).

, esses resultados

Quanto as caracteristicas sociodemogréficas e habitos de vida dos sujeitos,
nao houve diferenca estatistica significativa quanto as variaveis: sexo, cor de pele,
uso de bebidas alcodlicas e fumo entre os grupos caso e controle, com
frequéncias mais elevadas de sexo feminino, cor de pele parda, ndo uso de
bebibas alcodlicas e de fumo. Por outro lado, variaveis como o tempo de
exposicao ao sol, o uso de bloqueador solar e antecedentes familiares para cancer
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos, com frequéncias

superiores no grupo caso.

Os sujeitos que integravam o grupo caso concentraram-se na faixa etaria

superior a 60 anos e no sexo feminino, semelhante aos resultados de Campos et

128 126 129) 130)

al. ! ), Becher et al. | ), Spindola et al. (129) & ainda Rocha et al. | , 0S quais

desenvolveram estudos também em pacientes com CPNM.
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Esse resultado se deve ao fato de que, com o avanco da idade, ocorre
aumento na producdo de ERO e ERNSs, depressédo do sistema imune e reducéo
dos mecanismos de reparo do DNA, além dos efeitos da exposicao solar

)

cumulativa ao longo da vida (127 , aumentando assim a vulnerabilidade ao CPNM.

Outro aspecto a ser mencionado é a prevaléncia do sexo feminino, que se
deve a busca mais precoce dos servigos de saude pelas mulheres, deixando-as
mais conscientes do proprio corpo e ainda por constituirem o publico-alvo de
varias campanhas educacionais contra o cancer, alertando-as do problema, dos

seus fatores de risco e das possiveis manifestagoes.

Sobre a cor da pele dos sujeitos, os resultados mostraram maior frequéncia
de cor de pele parda, encontrando respaldo no trabalho desenvolvido por
Prado(m), também no estado do Piaui. Esperava-se que uma maior parcela dos
pacientes com CPNM apresentasse cor de pele branca, a qual € mais vulneravel
aos danos oxidativos, no entanto, é importante ressaltar que 71,8% da populagéao
do estado do Piaui apresentam cor de pele parda, de acordo com Pesquisa
Nacional por Amostra de domicilios (PNAD) (2011) (132), e ainda o fator regional
nao pode ser desconsiderado na avaliacao deste resultado, tanto assim que nos

estudos de Sampaio e Cardoso (106), realizado no Distrito Federal, de

(133) (20)

Mantese et al. realizado em Londrina e de Popim et al. "/, em Botucatu, a cor

de pele branca foi a mais prevalecente.

E ainda o habito de fumar foi referido por 13,33% do grupo caso, 0 que
pode ter contribuido para a ocorréncia do CPNM, pois o fumo pode alterar os
marcadores de estresse oxidativo, oxidar os grupos tidis das proteinas, aumentar
0s niveis plasmaticos dos grupos carbonila, aumentar a geracdao de 8-hidroxil-2'-

deoxiguanosina e provocar deplecdo das defesas antioxidantes, por induzir

128

reducdo dos niveis de vitaminas C e E “2), Campos et al. (128) apresentaram

resultados que reforcam o tabagismo como importante fator de risco na
patogénese do cancer de pele.
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A despeito da homogeneidade entre os grupos placebo e suplementado
com relacdo as diversas caracteristicas estudadas, o uso de alcool mostrou
diferenca estatistica significativa entre os grupos, mostrando-se mais acentuado
no grupo suplementado. Tal uso atuaria favorecendo o estresse oxidativo,
acarretando danos diretos ou ainda mediados por seus metabdlitos secundarios. E
ainda o metabolismo do etanol pode estar diretamente envolvido na geracédo de
EROs e ERNs, bem como na deplegcao dos componentes do sistema antioxidante

s et 42
e aumento nos niveis de marcadores especn‘lcos ( ).

Os resultados referentes a influéncia do alcool e fumo entre os casos e
controles ndo apresentaram associagao significativa com o desfecho CPNM,

1 . .
corroborando  com Rocha et al. 30), 0S quais sugeriram que fatores

socioeconémicos podem se associar a essa doencga na determinagcao dos riscos

ou protecao a ela, em decorréncia do tipo de trabalho ou dos habitos de lazer.

O grupo caso referiu tempo de exposicdo ao sol estatisticamente superior
ao controle, refletindo a acao nociva das RUV sobre o equilibrio redox da pele dos
casos. Ja os grupo suplementado e placebo apresentaram comportamento
semelhante quanto ao tempo de exposicdo ao sol, superior a 60 minutos ao dia.

(20)

Tais resultados alinhavam-se a literatura. Popim et al. enfatizam que uma

importante parcela da populacado brasileira expde-se muito ao sol e de forma
descuidada, seja por trabalho ou lazer e o pais situa-se numa zona de alta
incidéncia de raios ultravioleta, portanto, nada mais previsivel que a alta incidéncia

de cancer de pele.

A exposicdo ao sol na fase adulta, referida nos relatos dos sujeitos que
tiveram CPNM, permitiu sinalizar para os efeitos cumulativos do sol sobre a pele,
apesar de apresentarem ocupacdes atuais ndo relacionadas a exposi¢do solar

: ] ~ 128
direta, 0 que se mostrou compativel com as conclusbes de Campos et al. (128)

(10

Sampaio e Cardoso 6 sugerem que essas neoplasias estejam relacionadas a

exposigdes solares intermitentes intensas, especialmente antes dos 20 anos, ou

seja, muita exposicao solar na infancia e pouca na vida adulta.
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A média de idade do grupo caso foi semelhante ao estudo de

134 . , : .
( ), que mostra que a medida em que a idade avangava, reduzia o

Fabris et al.
tempo de exposicdo ao sol; portanto, os mais expressivos indices de foto

exposicao concentravam-se na faixa etaria abaixo de 40 anos.

Em funcdo da média de idade do grupo caso ter sido superior a 60 anos, do
fato deles residirem em uma cidade situada na regido nordeste do Brasil, com
fortes indices de radiacao UVA e UVB, temperaturas elevadas praticamente o ano
todo e de terem sido previamente diagnosticados e tratados para o CPNM,
esperava-se que o tempo de exposicao solar atual fosse reduzido, conforme

(134)

concluiu o estudo de Fabris et al. , N0 entanto 0 que se observou foi um tempo

de exposicdo solar tanto no grupo placebo quanto no grupo suplementado
superior a 120 minutos ao dia, portanto impréprio as condigdes ambientais, a que
estdo expostos os sujeitos. Esse dado se compatibilizou com informagédo contida

(@)

em “A situagdo do cancer no Brasil” *’/, a qual refere que 65% da populacao

nordeste se expde ao sol por mais de 30 minutos ao dia, sem protecao solar, fato
este que daria suporte as elevadas incidéncias de CPNM.

Segundo a opinido de Balogh et al. (2011) (135)

, @ acao nociva das RUVB
sobre a pele provoca danos ao DNA, inflamacado, carcinogénese, deflagrando
mutacdes nos dimeros de pirimidina, e € portanto associada ao CPNM: CBC e

cec (139,

A associacdo entre trabalho e CPNM decorre de que determinadas
ocupacgoes exigem intensa e constante exposigdo a agentes carcinogénicos, em

127
127 mostraram

especial, a radiagdo solar. Nessa perspectiva, Borsato e Nunes
que os casos de CPNM ocorreram predominantemente em trabalhadores rurais.
Esse achado se compatibilizou com relato dos sujeitos, pelos quais foi possivel
inferir exercicio profissional desprotegido das RUV na fase adulta, devido as

atividades rurais exercidas.
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De acordo com Chinem e Miot(136)

ressaltam que a exposicao intermitente,
principalmente na juventude, mas também a exposigdo crénica as RUV sao
fatores constitucionais importantes para o desenvolvimento do CBC,

manifestando-se em um periodo de 10 a 50 anos apds a exposicao solar.

A presenca de antecedentes familiares para cancer dos casos foi
estatisticamente superior aos controles, ja nos grupos suplementados e placebo, a
presenca de antecedentes familiares para cancer predominou em ambos. A
agregacao familiar confere uma vulnerabilidade genética e biol6gica ao cancer,
acarretando maior propensao a este durante toda a vida, refletindo nitidamente a

influéncia da hereditariedade na etiologia do cancer (137)

A associacao entre histérico familiar de cancer e a ocorréncia do CPNM
encontra amparo no fator genético, apto a favorecer o risco de desenvolvimento
desses tumores, por induzir determinadas caracteristicas fenotipicas, sindromes
hereditarias e genes determinantes desses tumores. Mas também se deve
considerar o fator ambiental, condicionando os membros de uma mesma familia a
se expor as mesmas condigdes ambientais, estando, assim, suscetiveis ao

: 24
desenvolvimento das mesmas doengas @),

No mesmo sentido dos resultados ora apresentados, Popim et al?? ¢

Ferreira et al. (24)

concluiram que o historico familiar de cancer foi altamente

significativo em seus estudos. Opondo-se aos dados agora expostos, a Campanha
~ N . . 7 ~

de Prevencao de Céancer de Pele, realizada em Teresina (2011) ) ngo encontrou

a histéria familiar como fator envolvido no CPNM.
O uso de bloqueador solar foi estatisticamente superior no grupo caso.
Esse resultado sugere que o uso de bloqueador solar esteve diretamente atrelado

ao diagnéstico prévio de CBC ou CEC, que requer a emergéncia na adogao de
medidas terapéuticas, incluindo a protecao a exposi¢ao solar.

E de se ressaltar que os sujeitos faziam uso de bloqueador solar de forma

irregular, conforme relato dos mesmos. Tais resultados encontraram suporte em
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/.(1 38) | (24)

pesquisas conduzidas por Castilho et a , Ferreira et al

(20)

b

Popim et al.”™, as quais constataram uso irregular de bloqueador solar.

Esses resultados podem ser explicados pelo fato de que as pessoas que
fazem uso de algum tipo de protecdo solar, ficam despreocupadas quanto a
exposicado solar, como se a referida protegcdo as protegessem totalmente dos
efeitos deletérios dos raios UVB e UVA sobre a pele, sem levar em consideracao
alguns aspectos importantes para a eficacia desses meios de protecao, tais como:
a frequéncia e o tempo de exposicdo ou mesmo o0 uso adequado dessa protecéao
em periodo integral de exposicao.

A utilizacao de protetores solares é a principal abordagem cosmética contra

(135)

os efeitos nocivos da radiacdo UV. Balogh et al. evidenciam que 0 uso

adequado e regular de fotoprotetores reduz o numero de casos de queratose
actinica, carcinoma de células escamosas e atenua o desenvolvimento de novos

, . , 135
nevos em criangas e evita o envelhecimento precoce da pele (135),

Um aspecto importante diz respeito ao fato de que, além de os individuos
com prévio diagnostico de CPNM que utilizavam bloqueador solar o fazerem de
forma irregular, 31,7% deles simplesmente ndo usavam tal produto, quadro
agravado pelo alto grau de exposi¢ao solar enfrentada pelos habitantes da cidade
em questao, podendo-se inferir que 0s sujeitos ainda nao incorporaram medidas
preventivas a sua rotina, contribuindo para recidivas relatadas por eles proprios,
que se referiram a bidpsias de pele anteriores com deteccdo de CBC e CEC, ja

removidos.

Prosseguindo na discussdao dos resultados, buscamos comparar o0s
parametros de estresse oxidativo dos grupos caso e controle. Esses resultados
sugerem a influéncia do evento pregresso cancer no estresse oxidativo dos casos
(grupo placebo e suplementado), o qual conduziu ao aumento significativo do F2-
isoprostano (Figura 10) e aumento nas concentragdes de CAOT, TBARS e nitrito
(Figuras 7, 8 e 9), sem diferenga significativa em relacdo ao grupo controle,
sugerindo um estado pré-oxidativo crénico.
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A epiderme contém antioxidantes que ajudam a protegé-la contra os danos
causados pelo estresse oxidativo, mas a producdo crbnica de RL em
circunstancias especiais (excessiva exposi¢cao as RUV, cancer de pele), supera os
mecanismos de defesa antioxidante, manifestando-se um desequilibrio em favor

(139)

dos pré-oxidantes , explicando-se a elevagao dos parametros de estresse

oxidativo observados no grupo caso.

Na tentativa de investigar o estresse oxidativo na carcinogénese cutanea,

: 140 :
Belli et al. "*? dosaram o isoprostano na pele exposta ao sol, constatando

elevagdo na concentragdo de 8-iso-PGF2a (um tipo de isoprostano) na pele de
portadores de CBC em comparacdo com a pele saudavel nao exposta ao sol,
confirmando estudos anteriores sobre aumento de lipoperoxidagao neste tumor. E
ainda estes autores demonstraram que o0 uso topico de um composto contendo
vitamina E foi capaz de reduzir a formagéo de 8-iso-PGF2a na pele irradiada por
UV, comprovando o papel dos isoprostanos na inflamacéo induzida por RUV e,

A 140
eventualmente, na carcinogénese %%,

O nosso estudo dosou o isoprostano no plasma e ndo na pele, no entanto
os resultados obtidos confirmaram o papel deste como marcador do estresse
oxidativo, vez que a elevacéao significativa da sua concentracdo no grupo caso
mostrou que tal grupo apresentava-se em condigdes de estresse oxidativo crénico

em relacao ao grupo controle.

A dosagem de F2-lsoprostano € o método mais confiavel para avaliar o

(86,87)

estado de estresse oxidativo in vivo , fornecendo uma ferramenta importante

para explorar o papel do estresse oxidativo na patogénese do CPNM. Nessa

(141)

perspectiva, estudo conduzido por Kadiiska reforca a importancia do

isoprostano como marcador de estresse oxidativo.

Merece destaque também a quantificacdo da CAOT em estudos que
investigam o estresse oxidativo em determinados quadros patoldgicos, vez que
também é um parédmetro considerado marcador de estresse oxidativo. Sua

(91,92

determinacao poe em evidéncia o estado das defesas antioxidantes ) Confere
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uma visao geral das concentracdes de antioxidantes nos tecidos, pressupondo-se
que, em situacdes de comprovado estresse oxidativo, como se percebe no CPNM,
h& mobilizagcdo dos antioxidantes para neutralizar a explosédo oxidativa, sugerindo
um aumento dos mecanismos de defesa antioxidante ao longo do tempo de
exposi¢ao ao estresse oxidativo. O sistema de defesa antioxidante enddgeno é
estimulado pelas agressdes oxidativas que, por sua vez, provocam uma resposta
metabodlica de defesa, explicando-se assim as concentracbes de CAOT
aumentadas dos casos (placebo e suplementado) em relagdo aos controles.

(142)

De acordo com a opinido de Yet et al. , em situacdées de aumento na

producdo de espécies reativas, verifica-se um aumento compensatério na
atividade do sistema de defesa antioxidante no organismo dos pacientes; e em
seu estudo detectaram aumento na atividade do sistema de antioxidante em
portadoras de cancer de mama, o que também observamos quando comparamos
0 grupo controle com o grupo casos, apesar de nao ser significante
estatisticamente.

Opondo-se aos resultados de CAOT ora apresentados, Kusano e

(91,92)

Ferrari constataram que pacientes com cancer de mama apresentam mais

intensa peroxidagao lipidica e mais baixa concentragdo de CAOT, e ainda
evidenciaram que mulheres com mais elevadas concentragdes séricas de CAOT,

apresentavam 53% menos risco de desenvolver cancer de mama.

Um aspecto a considerar na incidéncia do CPNM se refere a suscetibilidade
individual, que estad relacionada a quantidade de melanina na pele e a
sensibilidade desta em se bronzear ou se queimar em resposta a exposicao a
RUv © explicando a influéncia de fatores genéticos e da histéria familiar de
cancer na incidéncia desse tipo de cancer; no entanto, merece destaque a
influéncia da exposicdo a RUV e ainda de fatores constitucionais e
comportamentais na carcinogénese cutanea, os quais em associagao, podem ter
contribuido para o perfil pr6-oxidante constatado no grupo caso, que poderia
explicar o diagnéstico pregresso de CPNM, assim como as recidivas. Fatores
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como: excesso de peso, idade avancada, inadequada exposi¢cao ao sol, uso de
fumo e alcool podem explicar a elevacdo dos marcadores de estresse oxidativo
(TBARS, nitrito e CAOT) e a elevacao estatisticamente significativa de F2-
isoprostano dos casos (Figura 10).

Dentre os fatores constitucionais que poderiam contribuir para o perfil pré-
oxidante estd o sobrepeso. Os valores de IMC do grupo caso sinalizavam para

14 . ,
(143) postulam que o0 mais baixo peso corporal

excesso de peso. Terra e Boschin
conduz a mais baixa temperatura corporal, queda da glicemia e da taxa
metabdlica, associado a uma redugdao do metabolismo celular, que teria como
consequéncia uma menor producdo de radicais livres, levando a um menor dano

celular e menor estresse fisiologico.

A associacao entre IMC e marcadores de estresse oxidativo (MEO) decorre
do fato de que o acumulo de tecido adiposo induz ao aumento na producao de
EROs e ERNSs, desencadeando o estresse oxidativo e assim, contribuindo para
elevacadto dos MEO. No sentido dos resultados ora apresentados,

(144)

Furukawa et al. constataram que os marcadores de peroxidacdo lipidica

(TBARS e 8-epi-PGF2) estavam diretamente correlacionados com IMC e a
circunferéncia da cintura (CC), e na tentativa de relacionar a perda de peso com

(145)

atenuacao do estresse oxidativo e do processo inflamatério, Silva constatou

reducédo dos valores de TBARS e dos metabdlicos do éxido nitrico em pacientes

apos gastroplastia.

A idade como fator constitucional também poderia contribuir para o perfil
pré-oxidante do grupo caso (placebo e suplementado) em relacdo ao grupo
controle, vez que a medida que a idade avanca, a quantidade total de
antioxidantes no plasma comecga a diminuir e a quantidade de ERO e ERN

14
aumenta %)

Outro fator de exposicdo e comportamental que poderia contribuir para o
perfil pr6-oxidante do grupo caso (placebo e suplementado) em relagdo ao grupo
controle foi o tempo superior de exposi¢cado solar nos casos. Tais resultados se
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(147

compatibilizaram com trabalho conduzido por Kuhn et al. ), que atribuiram a

elevagao nas concentragdes de isoprostano a maior exposi¢ao solar.

Conforme foi visto, o tempo de exposicao solar foi estatisticamente superior
no grupo caso, sugerindo a influéncia da exposicdo a RUV na carcinogénese

cutdnea, cuja acdo, de acordo com a posicao dos autores Ichihashi et al.(m),

(80) (139

Bickers e Athar e Pandet et al ), decorre da producdo de RL, de uma

variedade de efeitos adversos no sistema imune, com supressdo da resposta
imune sistémica e cutanea, a qual contribui para a progressao do tumor; as RUV
podem ainda provocar mutagénese do DNA epidérmico, pois criam um ambiente
oxidante que potencializa as mutacées oncogénicas, podem induzir a ativacao de
peroxidos ou 'Oy, fatores de transcricdo, incluindo o fator AP-1, na pele humana.
Assim sendo, a exposi¢ao crdnica as RUVs provoca danos na pele humana, o que
requer a funcionalidade dos mecanismos de defesa antioxidante desta para frear
tais danos oxidativos e restabelecer o equilibrio redox da pele.

Em relagcado ao fumo, 83,3% dos casos fumaram em alguma época de suas
vidas e 13,3% ainda fumam, diferenciando-se do grupo controle, no qual 75,0%
nunca fumaram, podendo-se inferir sobre os efeitos do tabagismo na elevacao dos

marcadores daqueles. A influéncia do tabagismo sobre o nivel dos MEO foi

(148), que constataram elevacao dos niveis de F2-

149

salientada por Morrow et al.
isoprostano na circulacdo de fumantes e também por Lykkesleldt ( ), que

correlacionou positivamente os niveis dos marcadores de peroxidacédo lipidica:
TBARS e MDA com o héabito de fumar.

Cerca de 15% dos casos faziam uso de bebidas alcodlicas e, como se
conhece os efeitos do alcool sobre os MEO, é de se supor que tal habito poderia
contribuir para o perfil pré-oxidante constatado no estudo. Segundo

Huang et al.® os niveis séricos significativamente maiores de MDA e menor

atividade da SOD associaram-se ao uso de bebida alcodlica.

Nos estudos envolvendo a quantificacdo dos MEO no cancer constata-se a

elevacao desses marcadores, reforcando o papel do estresse oxidativo como
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mecanismo envolvido no desencadeamento de diversos tipos de cancer. Estudo

150 . . : , .
(130) sugeriu que o nivel de F2-isoprostano € maior

conduzido por Barocas et al.
em homens com neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau, destacando o
papel deste como biomarcador de estresse oxidativo na carcinogénese da
prostata, mas também pode ser utilizado para estimar a eficacia de intervengdes
gue visam controlar o estresse oxidativo na prevengao ou tratamento do cancer de

(15

préstata. Estudo conduzido por Aghvami et al. " observou que o nivel de MDA

foi significativamente mais elevado em pacientes com cancer de mama,
atribuindo-se a maior producéo de EROs ou deficiéncia de defesas antioxidantes.

(142

Estudo de Yeh et al. ) observou concentracbes de TBARS aumentadas

no plasma de pacientes com neoplasia mamdria, assim como aumento na

(152

atividade de enzimas antioxidantes. Rockenbach ) evidenciou o impacto do

cancer de mama e/ou tratamento sobre aumento do estresse oxidativo no grupo
de mulheres, verificado por meio da reducdo significativa dos marcadores de
defesa antioxidante (FRAP e GSH) e na elevacdo das concentracbes dos
marcadores de oxidacéao lipidica (TBARS e FOX) sanguineos apés o término do
tratamento.

Rajneesh et al. (153)

constataram aumento significativo da peroxidacao
lipidica, como evidenciado pelo nivel de TBARS e status antioxidante, tais como:
SOD, CAT, GPx, GSH e GST elevados em amostras de pacientes com cancer de

mama em comparag&o aos do grupo controle.

Em funcao do perfil pré-oxidativo do grupo caso, o estudo buscou analisar a
influéncia da suplementacado de micronutrientes com propriedades antioxidantes
nesses individuos. Ha evidéncias substanciais de que o aumento do estresse
oxidativo, guarda estreita associagdo com carcinogenese cutanea, e que a
suplementagdo com antioxidantes pode desempenhar um papel modulador no
efeito agudo do estresse oxidativo.

O objetivo do estudo encontra respaldo na necessidade de conhecer as
alteracées no perfil oxidativo dos sujeitos da pesquisa com a suplementacéo
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combinada desses micronutrientes, a fim de consolidar a adogdo de medidas
preventivas aptas a minimizar os efeitos deletérios do estresse oxidativo sobre a

integridade e equilibrio redox cutaneo.

Como se sabe, as moléculas de DNA da pele sado constantemente
"bombardeadas" por EROs e ERNSs, produzidas endogenamente, como também
geradas pela acdo de agentes ambientais e de fontes de radiacdo, e os
antioxidantes podem agir removendo os radicais livres e reforgando os sistemas
de reparo do DNA, acionando enzimas envolvidas na regulagdo génica pds-

(14,154

transcricional de fatores de transcrigao ). Os antioxidantes atenuam os danos

provocados pelos RL, ERO e ERN e podem prevenir ou reverter muito eventos

(50)

que contribuem para a toxidade da epiderme e doencas de pele , assim a

suplementacdo de antioxidantes representa uma estratégia promissora na
prevencdo dos danos oxidativos da pele.

Em nosso estudo, com a suplementacdo de antioxidantes pbde-se
visualizar reducdo na concentracdo dos marcadores TBARS, CAOT e F2-
isoprostano, reforcando assim os efeitos positivos desta suplementacdo na
atenuacao do EO. Esperava-se que a suplementacao proposta propiciasse uma
protegcdo antioxidante mais efetiva, com resultados que traduzissem reducdes
significativas dos marcadores, especificamente, que as concentracées de F2-
isoprostanos (marcador que apresentou aumento significativo quando comparados
0S grupos caso e controle) no grupo suplementado voltassem as concentragdes

préximas ao grupo controle.

Houve reducdo de aproximadamente 12,1% nas concentragcdes de
isoprostano com a suplementacédo de antioxidantes. Esse dado permitiu constatar
o impacto positivo da suplementacdo de antioxidantes na atenuacao do estresse
oxidativo; no entanto, os valores séricos de isoprostano apds suplementacéo

ainda se mantiveram superiores ao grupo controle.

Fatores como numero reduzido de individuos, tempo de suplementacao de
dois meses, doses utilizadas e outros podem ter contribuido para os resultados,
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sugerindo que o status antioxidante requer mais tempo de suplementacdo ou
doses de antioxidantes maiores ou suplementacdo isolada de determinado

antioxidante para o seu restabelecimento.

Deve-se ressaltar que o papel desempenhado pelos antioxidantes in vivo na
protecdo aos danos oxidativos depende de doses ideais para obter a protecao e
de suas concentracdes nos sitios de acao no inicio e durante o estresse oxidativo.
Assim, € possivel que as doses usadas ndo tenham sido suficientes para induzir
uma resposta mais eficaz, e os niveis basais dos antioxidantes ndo favoreceram
uma mais efetiva acao antioxidante, vez que quanto mais debilitados fossem seus
niveis basais, mais eficaz seria a terapia antioxidante. Além de que um
antioxidante pode atuar como protetor em determinado sistema, mas pode falhar
na protecdo ou mesmo aumentar as lesdes induzidas em outros sistemas ou
tecidos (28, 29, 30).

Nesta perspectiva, embora as defesas antioxidantes sejam efetivas, nao
sdo infaliveis, sobretudo em situagdo de marcante desequilibrio entre as
substancias antioxidantes e a formacao desenfreada de ERO e ERN, como no
cancer de pele. Salienta-se que a acao preventiva de antioxidantes pode ocorrer
precocemente na progressao da doenga, mas ser ineficaz posteriormente. Assim,
individuos de grupos identificados como de alto risco podem ser resistentes aos

suplementos (an,

Uma questao-chave na realizacdo de um estudo de intervencdo com um
antioxidante, é a de estabelecer se o tratamento diminui o estresse oxidativo em
sujeitos do estudo e em que dose (s). A determinacado do nivel de peroxidacao
lipidica, como refletido pela concentragéo de F2-isoprostano em fluidos bioldgicos,
pode ajudar a identificar os pacientes com maior probabilidade de se beneficiar do

tratamento com antioxidante (86.87)

. Assim, a quantificagdo dos marcadores de
estresse oxidativo pode ser usada para monitorar a eficiéncia protetora exercida
pelos antioxidantes em estudos de intervencdo com suplementacdo de

antioxidantes (87).
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(155)

Alinhando-se aos resultados atuais, Dietrich et al constatou reducgao

nas concentragdes de marcadores de peroxidacao lipidica em individuos fumantes

(156)

e obesos com a suplementagédo de vitamina C; Rabovsky et al. constataram

redugcédo na formacao de F2-isoprostano, com a suplementagédo de antioxidantes,
por outro lado, ndo houve efeito quando avaliaram a protegdo antioxidante

exercida pela CAOT. Alinhando-se ainda aos nossos resultados, Qi Dai e

158 . . ~ . . . , .
(157) (158) evidenciaram redugéao significativa nos niveis de

Xiangzhu e Ho E et al
F2 isoprostano e de 5 isoprostano com a suplementagéo de 800Ul de vitamina E
em pacientes com céancer de mama e distarbios cardiovasculares

respectivamente.

A despeito da fungédo antioxidante dos nutrientes suplementados, os
resultados de pesquisas que buscam associar tal suplementacdo a reducéo do

estresse oxidativo oferecem resultados inconclusos, como é o caso da pesquisa

1 o
(199) " que comprovaram aumento significativo na

conduzida por Preziosi et al.
atividade da GPx no plasma e eritrocitos nos grupos que receberam a
suplementacdo com antioxidantes; mas nao constataram modificacées nas
concentracdes de MDA, apdés 6 meses de suplementacdo. E ainda pesquisa

conduzida por Huang et al. (69

, na qual nao foi observado efeito sinérgico entre a
acao das vitaminas C e E em nenhum dos marcadores avaliados: MDA (p=0,46),
F2-isoprostanos (p=0,23) e CAOT (p=0,13), e somente a vitamina C provocou

aumento significativo na CAOT (p=0,001). No mesmo sentido, Meagher et al. (160)

avaliaram, em adultos saudaveis, o efeito da suplementagdo de vitamina E
durante oito semanas, em diferentes dosagens e nenhuma das dosagens
relacionadas foi capaz de exercer efeito sobre os niveis urinarios de F2-
isoprostanos.

Retratando ainda a controvérsia da suplementacdo de nutrientes

antioxidantes no estresse oxidativo em pacientes com cancer coloretal, um estudo

(161

conduzido por Hopkins et al ) demonstrou redugdo na concentragdo de F2-

isoprostano em nao fumantes que receberam suplementacdo, mas elevacao em
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fumantes, embora estes resultados ndo mostrassem associacao estatistica
significativa, sugerindo a influéncia do tabagismo nos biomarcadores de estresse

oxidativo

Tendo em vista a necessidade de se buscar novos formatos terapéuticos
para as doencas da pele, crescem os estudos que investigam os efeitos da
suplementacdo de antioxidantes nos MEO e nas condicbes da pele, e os
resultados mostram uma tendéncia de beneficios com o uso de antioxidantes.

Nas pesquisas de McArdie et al (164169

envolvendo a suplementacdo de &cido
ascorbico por 8 semanas nao foi observada melhoria no eritema induzido por
RUV, mas provocou reducédo nos niveis de MDA da pele e surpreendentemente
também provocou redugédo no conteudo de glutationa e tidis proteicos da pele. Os
autores sugerem que tais efeitos podem ser devido a regulacao da capacidade
redutora total das células da pele. Mas quando investigavam a suplementacao de
B caroteno, ndao apresentaram evidéncias que respaldassem a reducdo da
peroxidacado lipidica induzida por este, concluindo que o possivel papel
fotoproteror do 3 caroteno reflete a agado conjunta de outros fatores dietéticos. E

ainda pesquisa conduzida por Belli et al (140)

constatou que o tratamento com
vitamina E induziu reducao nos niveis de 8 iso-PGF2 alfa na pele exposta ao sol,
confirmando a func¢ao da vitamina E como antioxidante.

(164)

No mesmo sentido, Ritter et al verificaram que o tratamento com

vitamina E provocou redugdo das células “sunburns” da pele (queratinécitos
expostos a RUV), quer por sua acao direta sequestrando os radicais livres ou por
acao indireta, aumentando a espessura da epiderme. Sugerem que novos estudos
em modelos clinicamente relevantes sejam realizados para definir a dose ideal de
vitamina E, a frequéncia de administracdo, o veiculo, € a quantificacdo dos

i . , . 154,164
possiveis efeitos protetores oferecidos para as células de Langerhans ( )

Um aspecto que merece ser analisado diz respeito a duragdo da
suplementacdo e a combinacdo de antioxidantes para dimensionar os efeitos

antioxidantes. Estudo mostrou que a suplementacdo com [ caroteno por 10
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semanas pode proporcionar fotoprote¢do, e a suplementacdo combinada de [3

(165)

caroteno e vitamina E por 12 semanas diminuiu o eritema . E ainda de acordo

(166)

com Heinrich et al. , @ suplementacéo oral de 3 caroteno ou de um mix de

carotendides provocou elevagdo nos niveis de B caroteno na pele e redugao da

intensidade do eritema, quando a pele era exposta ao sol.

Ha varios estudos que investigam os efeitos da suplementacdo de
nutrientes antioxidantes na incidéncia e risco de CPNM: CBC e CEC e os
resultados ndo mostram evidéncias significativas que respaldassem a
suplementacdo de antioxidantes como estratégia preventiva do CPNM. Nessa

perspectiva, Karagas et al. (167)

concluiram pela limitada influéncia de fatores
dietéticos no risco de CBC, pois seus resultados ndo mostraram efeitos protetores
significativos do selénio, a-tocoferol, B-caroteno na prevencéo do cancer de pele.
Porém, reforcam que a adog¢do de medidas nutricionais de prevencao poderia ser
extremamente valiosa, particularmente tendo em conta o aumento rapido da taxa

de incidéncia desse tipo de cancer.

No mesmo sentido, Hercberg et al. (188) & o estudo SUVIMAX (Franga)(15)

ndo constataram efeitos positivos da suplementacdo de antioxidantes na
incidéncia de cancer de pele em mulheres, somente em homens foi possivel
verificar efeitos positivos, ressaltam que tais resultados podem ser atribuidos, em
parte, as diferengas no metabolismo dos nutrientes entre os géneros e também ao
status antioxidante enddgeno antes da suplementacdo, vez que a populacao
masculina apresentava niveis basais de antioxidantes debilitados, especialmente
de Bcaroteno, sugerindo que a suplementacdo com micronutrientes antioxidantes
corrigiu esses niveis e protegeu os individuos de danos associados a acao de RL

e EROs "®. Embora a base molecular para esta diferenca metabdlica seja mal

caracterizada, pode resultar da influéncia hormonal na expressao de genes que
. 15,1
codificam os transportadores celulares (15.168)
Continuando na mesma  direcao, estudo  conduzido por

(154,169) (154,170) _~

Greenberg et al. nao
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mostraram evidéncias significativas que respaldassem a suplementacdo de
antioxidantes como estratégia preventiva do CPNM. De acordo com estudo de

(16)

Burns et al ' ™, o tratamento topico com a vitamina E ndo apresentou beneficios,

e, de fato, resultou num aumento global de danos ao DNA, delineando-se uma
tendéncia de aumentar a incidéncia, a carga e taxa de crescimento do cancer de
pele, possivelmente devido aos efeitos pré-oxidante da suplementagéo cronica na

pele danificada (18),

Segundo McNaughton et al. (a7)

a evidéncia de associacao entre a vitamina
E, a vitamina C e selénio e ambos nos CBC e CEC é fraca. Os estudos
envolvendo a investigacdo dos efeitos da suplementacdo combinada de
antioxidantes no desenvolvimento de CPNM apresentam limitagcdes, tornam-se
necessarios estudos bem desenhados para esclarecer o papel da dieta no

cPNmU7Y,

Os autores sugerem que os resultados inconclusos desses estudos
decorram das limitagbes: inadequada avaliacdo dos habitos alimentares, devido
aos possiveis viéses de memoria, dados epidemiolégicos de incidéncia e registros
confidveis, analise combinada de CBC e CEC, a falta de ajuste para potenciais

(186)

fatores de confuséo e falta de estudos de base populacional . Para superar

essas limitagcdes sao requeridos estudos epidemiolégicos de alta qualidade com
diagnéstico adequado do cancer estudado e, sobretudo ajuste para fatores de
confusdo. Devem ser considerados os diferentes fatores passiveis de interferir na
acao dos fatores dietéticos no desenvolvimento de CP. Além disso, existem
fatores dietéticos que apresentam potencial anticancerigeno que nao foram
substancialmente investigados com relacdo ao cancer de pele, incluindo

flavondides, polifendis, acido félico, vitamina D, cumarinas, riboflavina .

As controvérsias se fazem notar também quando se pesquisam outros tipos

(172)

de cancer. Albanes et al. concluiram que a suplementacdo com a-tocoferol e

B-caroteno nao preveniu o cancer de pulmao em homens mais velhos e fumantes.

A suplementagdo de B-caroteno em niveis farmacoldgicos pode modestamente
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aumentar a incidéncia de cancer de pulmao em fumantes, e este efeito pode estar
associado ao tabagismo e ao maior consumo de alcool. Neste sentido, os

resultados de Kirsh et al. (173)

nao garantem forte suporte a populacdo quanto a
suplementacdo com antioxidantes em altas doses para a prevencao do cancer da
prostata. No entanto, a suplementacdo de vitamina E em fumantes do sexo
masculino e a suplementacédo de B-caroteno em homens com baixa ingestéo
dietética de B-caroteno foram associados a um risco reduzido da doencga.

(174 (175)

Dolara et al. '™ e Myung et al. ndo demostraram efeitos positivos da
suplementacao de antioxidantes sobre a incidéncia e mortalidade por cancer ou
um efeito prejudicial sobre ambos. Os suplementos de antioxidantes até agora
testados ndo parecem oferecer melhoria em relacdo a uma dieta bem equilibrada,
possivelmente devido a escolha das substancias testadas ou devido a dosagem

excessiva.De acordo com Choi et al. (176)

a suplementacao de antioxidantes néo
impulsionou efeito protetor sobre os danos do DNA ou sobre a peroxidagao lipidica
e ndo foi observada evidéncia de uma interac&o sinérgica ou cooperativa entre as

vitaminas C e E.

A controvérsia verificada pela apreciacao dos estudos antes mencionados
encontra suporte numa variedade de fatores ndo previstos e nem determinados,
que podem exercer influéncia nos resultados, como: tabagismo, uso de bebidas
alcodlicas, duracdo da suplementagdo, doses suplementadas, coquetel de
antioxidantes ou uso isolado de antioxidantes, ingestao dietética e niveis basais de

antioxidantes.

Neste ponto dos resultados, buscamos correlacionar os parametros
antropométricos (IMC e PCT) e dados demograficos com os parametros de
estresse oxidativo. Os resultados das correlacbes apresentadas mostraram que
tanto para o grupo caso como para 0 grupo controle ndo existiram correlacoes
significativas. Quando os grupos foram randomizados, realizamos novamente
analise de correlacdo do tempo basal com os parametros de estresse oxidativo e
dados demograficos e antropométricos, os resultados apontaram algumas
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correlacdes fracas e moderadas, mas sugere-se que foi ao acaso, uma vez que no
periodo basal este grupo ndo havia passado por intervencédo € o grupo maior (0S

dois grupos juntos) ndo apresentou correlagoes.

Em relacdo aos grupos placebo e suplementado apds intervencéo, os
resultados mostraram que o peso e o PCT influenciaram os valores de
isoprostanos, ou seja, quanto maior o peso e/ou o valor de PCT, maior o valor de
isoprostano, 0 que pode sugerir que a suplementacdo de antioxidantes e a
reeducacdo alimentar para reducao de peso e PCT, poderiam ajudar em uma
melhor resposta ao estresse oxidativo.

A associacao entre IMC, PCT e isoprostano pode ser explicada devido ao
acumulo de tecido adiposo constatado em maiores valores de IMC e PCT,
induzindo aumento na producédo de ERO e ERN, com consequente elevacao nas

concentracbes de isoprostano. Reforcando essa associacdo, Qi Dai e Zhu

157 , A
(157) descobriram que mulheres com sobrepeso ou obesas com cancer

Xiangzhu
de mama apresentam mais elevadas concentragdes de isoprostano, que

potencializam a sintese de TGF[3, importante fator supressor tumoral.

Como se reconhece a influéncia do tabagismo sobre o nivel de MEO,
procurou-se correlaciona-los, no entanto, ndo foi possivel estabelecer relagéo
estatistica significativa. Contribuindo para tal resultado, o pequeno tamanho
amostral de fumantes, o qual dificulta a percepcdo dos efeitos. Isso porque
estatisticas extraidas de amostras pequenas tendem a ser nao representativas

dos parametros populacionais.

Neste ponto da discussdo, buscamos avaliar o estado nutricional da
amostra, uma vez que é um recurso terapéutico a ser instituido em um paciente
com cancer, pois pode refletir na tolerancia ao tratamento, na qualidade de vida,
na morbimortalidade. O paciente com cancer pode apresentar aumento de
mediadores inflamatérios, como as citocinas. Essa situacao pode fazer com que
ocorra diminuicdo da massa celular corporal, mas, também, expansao do liquido
extracelular. Assim, o peso corpéreo e, consequentemente, o IMC podem estar
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normais, apesar da diminuicdo da massa celular corporal devido ao
hipermetabolismo e ao aumento da degradacao proteica, ocasionando retencao

oy .. 177
hidrica e mascarando o real estado nutricional ( ).

7

Ainda quanto ao estado nutricional, € importante considerar as minimas
repercussdes nas capacidades digestiva e absortiva, apetite ou saciedade,
decorrentes do CPNM, e ainda sintomas como fadiga, nauseas, vomitos,
disgeusia ou dor, ndo sao frequentes no quadro clinico de portadores de CPNM.

Nao houve diferenca estatistica significativa dos parametros
antropométricos entre os grupos caso e controle, conforme Tabela 5, e entre os
grupos placebo e suplementado, somente houve diferenca estatistica na altura,
conforme Tabela 13, permitindo constatar um perfil homogéneo dos grupos. Os
valores médios de IMC e PCT sugerem sobrepeso e acumulo de massa adiposa
respectivamente tanto no grupo controle quanto no grupo caso, e os valores
médios dos indices nutricionais CB e CMB sugerem normalidade quanto a
concentragdo de massa magra e adiposa dos grupos.

A presenga de eutrofia em 51,7% e sobrepeso/ obesidade em 48,3% pelo
IMC no grupo caso (Tabela 6) sinalizaram para o baixo impacto nutricional
provocado pelo CPNM, vez que apresenta elevado indice de cura e efetivo

tratamento com a remocéao da lesdo cutanea.

E oportuno enfatizar que a avaliagdo do estado nutricional pelo IMC entre
0S grupos caso e controle alcancou diferenga estatistica significativa (p=0,0002),
com maior frequéncia de excesso de peso no grupo controle, pois apesar do
CPNM néao acarretar transtornos digestivos e absortivos que comprometam o
estado nutricional de seus portadores, € natural que a auséncia de um evento
patolégico repercute favoravelmente nas condigbes psiquicas e emocionais,
proporcionando bem estar, melhor apetite e maior liberdade na selecao de
alimentos, que pode levar ao aumento do peso corporal.

Discussdo




Quanto aos grupos placebo e suplementado, ndo foi encontrada diferenca
significativa (P=0,4215), demonstrando a homogeneidade do grupo caso,
conforme Tabela 14.

(178’179), Goméz-Candela

(183

Alinhando-se aos resultados atuais, Tartari et al.

(180) (181) (182

et al. , Zorlini et al. , Azevedo e Bosco ) e Caro et al. ), que

avaliaram o estado nutricional de pacientes com céancer pelo IMC e encontraram

elevados indices de eutrofia e/ou sobrepeso.

O IMC médio dos sujeitos que integravam o grupo caso ndo esteve de
acordo com as recomendagoes oficiais contidas no relatério de perspectiva global
sobre alimentos, nutricao e prevencao do cancer, uma vez que o IMC adequado
para prevencdo de cancer deve manter-se entre 18,5-24,9 kg/m?, com mediana

indicada de 21 a 23 kg/m? (184), podendo constituir-se em fator que poderia

contribuir para a geracao de estresse oxidativo.

A idade seria um dos fatores que poderiam explicar 0 excesso de peso e de
massa adiposa € magra evidenciados. A média de idade do grupo placebo foi de
65,59 + 13,18 anos e de 58,96 + 14,9 anos a do grupo suplementado, fase em que
as mudancas fisiolégicas decorrentes do envelhecimento podem interferir no
estado nutricional, sendo elas: diminuicdo do metabolismo basal, redistribuicdo da
massa corporal, alteragées no funcionamento digestivo, alteragdes na percepcao

185)

sensorial e diminuicdo da sensibilidade a sede (185), Assim, 0 excesso de peso

entre o0s sujeitos pode encontrar suporte nessas mudancgas fisiolégicas,
associando-se ainda as minimas alteragbes nas capacidades digestivas e
absortivas, no apetite e na acuidade do paladar secundarias a patologia em foco.

O sobrepeso e obesidade também encontram amparo em um balango
energético positivo, associado ao sedentarismo. Quanto o aporte calérico excede
0 gasto energético, maior acumulacdo de tecido adiposo e maior peso. Quanto
maior o aporte energético, mais intenso sera o metabolismo energético, o qual
gera moléculas reativas de oxigénio potencialmente danosas as estruturas

celulares.
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A medida que a idade avanca deve-se manter o peso corporal o mais
préximo possivel do peso ideal para diminuir os riscos de desenvolver doencas

cronicas, pois segundo Farinatti %%

a menor ingestdo caldrica tende a atenuar o
processo de dano celular a medida que se envelhece, com reducdo de
peroxidacéo lipidica, menor acumulo de proteinas oxidadas e danificacao oxidativa

do DNA.

Tendo em vista as limitagdes do indicador IMC para avaliagdo do estado
nutricional, foram realizadas as medidas de circunferéncias e prega cutanea, a fim
de permitir uma avaliacdo mais especifica da adiposidade e da distribuicdo da
gordura corporal. A avaliagdo do estado nutricional pelos indices PCT, CB e CMB

nao diferiu estatisticamente entre os grupos controle, placebo e suplementado.

Os resultados mostraram maior frequéncia de excesso de massa adiposa
pelo PCT, e de excesso de massa magra e adiposa pelos indices CB e CMB nos
grupos placebo e suplementado analisados em conjunto, mas também foi
detectada deplecao nutricional no grupo controle, placebo e suplementado por
estes parametros, distanciando-se da avaliacdo nutricional pelo IMC, que néao
detectou a presenca de desnutricdo nos grupos, ratificando que a avaliacao
nutricional por estes indices tem mais especificidarde para dimensionar o déficit
nutricional quando comparado ao IMC, confirmando as limitagbes desse ultimo

parametro. Os resultados do estudo atual opuseram-se aos de Tartari et al. (178),

(187) (188)

Bites et al. e Miranda et al. , 0S quais obtiveram resultados sugestivos de

elevadas prevaléncias de desnutricao pelo PCT e CB nos pacientes oncoldgicos.

Acumulam-se evidéncias de que as caracteristicas qualitativas e
quantitativas da dieta sdo importantes para o estado de saude, sobretudo no que

tange as doencas crbnicas, que acometem adultos e idosos preferencialmente.

A frequéncia de consumo habitual no grupo controle e caso, conforme a
tabela 7, apontou para um panorama alimentar incompativel a prevencao do
CPNM, com consumo insuficiente de alimentos fontes de nutrientes antioxidantes

para atender as elevadas demandas antioxidativas, requeridas para frear o
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estresse oxidativo, haja vista o consenso na literatura sobre os efeitos
removedores de radicais livres exercidos por tais nutrientes, atuando, em conjunto
com medidas comportamentais para a protecao aos danos oxidativos. O consumo
habitual de laranja, mamé&o, abdbora e feijao mostrou-se insuficiente em ambos os

grupos, sem diferenca estatistica.

Corroborando com os resultados atuais quanto ao consumo insuficiente de
frutas, verduras e leguminosas, a Pesquisa de Orgcamentos Familiares-Inquérito de
nutricao e alimentacédo (INA) (190)" concluiu que a regiao Nordeste figura como
exemplo de consumo aquém do ideal com relagdo a verduras e legumes,
corroborando com os resultados atuais. Ressaltando ainda que a participacéo
conjunta destes alimentos na populacédo brasileira esteve bastante aguém das
recomendacdes de 9%-12% das calorias totais, meio urbano era de 3,2% das
calorias totais e no meio rural era de 1,8% das calorias totais. O relatério ainda
constatou a participagédo relativa em relacdo as calorias totais de: feijao e outras
leguminosas de 7,4%, sucos e frutas naturais de 1,9%, verduras e legumes de

0,7%, carnes de 12%, e cereais e derivados de 37,2%(190).

E importante destacar que alimentos como feijdo, abébora, laranja, mamao
ricos em vitaminas A, C e flavondides, que agem como sequestrastes de radicais
livres, deveriam ter seu consumo estimulado e adequado quantitativamente para
exercer tais efeitos. Associado as frequéncias irregulares do consumo habitual
desses alimentos constatadas no estudo ora apresentado, a quantidade
consumida estava abaixo da porcao diaria ideal, sugerida por Philips et al. (191),

retratando o déficit quantitativo da alimentagdo. E ainda ndo houve relato de

consumo regular de cereais integrais, sementes, graos, verduras.

Dados semelhantes foram observados nos estudos de Malta et al. (192),
Toral et al. (193), Azevedo e Bosco (182), Carvalho e Rocha (194), Panziera et al.
(195 196 197 198

), Figueredo et al. ( ), Martins et al. | ), Viebig et al. ( ), permitindo inferir o
risco de deficiéncia de micronutrientes e fibras, privando os sujeitos dos efeitos

benéficos representados por esses nutrientes na prevencdo de cancer. Sobre
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esse aspecto deve-se enfatizar que a insuficiéncia no aporte desses alimentos
constitui-se entre os dez principais fatores de risco para a carga total global de

(184)

doenca em todo o mundo Os incontestaveis beneficios para a saude

associados ao consumo de frutas, verduras e leguminosas devem-se, em parte, a

presenca de antioxidantes nestes alimentos (18),

Amparando os resultados atuais, o Guia alimentar para a populacao
brasileira (2005) (199) concluiu que a participacao de frutas, legumes e verduras no

valor energético total fornecido pela alimentacdo das familias brasileiras,
independentemente da faixa de renda, é baixa, variando de 3% a 4%, entre 1974-

2003 %) Destaca-se por oportuno que consumo minimo recomendado de frutas,

legumes e verduras € de 400 gramas/dia para garantir 9% a 12% da energia diaria

consumida, considerando uma dieta de 2.000 kcal. Isso significa aumentar em

JOrT ~ 0o 1
pelo menos 3 vezes o consumo médio atual da populacao brasileira!'%?.

(64)

Nesta discussdo, € valido mencionar que Bressan et al. reforcam os

beneficios de um consumo regular de uma dieta enriquecida em frutas e
leguminosas na atenuacao das concentracées de malondialdeido (MDA), PCR,

(64) (200)

estresse oxidativo e pré-inflamatério . No mesmo sentido, Thompson et al.

constataram reducédo de 20% na excregao urinaria de F2-isoprostano (P=0,01) nos

o : : , . 201
individuos com dieta rica em frutas e leguminosas e estudo de Nanri et al.®0")

verificou que um alto consumo de frutas e hortalicas, produtos de soja e peixe

, . . ~ - 4,201
mostrou-se inversamente associado as concentragdes plasmaticas de PCR®4+201)

O déficit na ingestdo de zinco tem sido associado a ingestao elevada de
alimentos ricos em carboidratos, com pequena contribuicdo de proteina animal,
um perfil comum entre idosos devido a menor renda e restricbes para obter e

(197 0s achados deste estudo sugerem provavel déficit de

preparar as refeicdes
zinco no grupo caso, sendo este identificado por um consumo irregular e
insuficiente de fontes proteicas, representado pelos alimentos: carne bovina,

peixes e ovos e ainda, auséncia de relato de consumo de graos integrais, cereais
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integrais, castanhas nozes, améndoas, germen de trigo, castanhas, pistaches,

figado e outros alimentos ricos neste nutriente.

Este trabalho mostrou um consumo escasso (até 1 vez /semana) de fontes
de licopeno, citando-se o tomate em 20% e 0 mamé&o em 60% do grupo caso, as
demais fontes de licopeno, ndo foram sequer citadas pelos sujeitos, como: goiaba,
melancia e pitanga, sendo forcoso concluir pela inadequacado de sua protecao
antioxidante, que recai sobre lipidios, lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
proteinas e DNA. E também mostrou provavel déficit de vitaminas C, A e E, sendo
este identificado por um consumo irregular e até esporadico de alimentos como:
suco de laranja, caju, acerola, abdbora, laranja, mamao, meldao, manga, morango,
figado, Oleo de figado de bacalhau, cenoura, éleo de girassol, de améndoas, 6leos
vegetais, sementes, améndoas e outros, concluindo-se que uma parte da amostra
privava-se dos efeitos antioxidantes exercidos pelos nutrientes presentes nestes

alimentos.

As frutas e verduras tém baixa densidade energética, o que favoreceria a
manutencdo saudavel do peso corporal, portanto sdo alimentos extremamente

adequados, frente ao excesso de peso detectado na amostra.

201)

Na opinido de Verde ( as frutas e verduras tém assumido posicdo de

destaque nos estudos que envolvem a prevengdo de cancer. De acordo com

World Center Research Fund, American Institute for Cancer Research (184), 0

aumento da ingestao de frutas, hortalicas sem amido, grados ndo refinados e
leguminosas contribui para a prevencao de diversos tipos de cancer, reforcando
os seus efeitos benéficos pelo aporte de vitamina C e marcado potencial
antioxidante.

Nesta perspectiva, Sousa et al. (202)

reafirmam a importancia de politicas de
alimentagcdo e nutricdo, que envolvam o estimulo ao consumo de alimentos
saudaveis, como frutas, verduras e graos integrais, € a manutencao do consumo

de alimentos bésicos tradicionais, como o arroz e o feijao; e, a0 mesmo tempo,
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que incentivem a reducao do consumo de alimentos processados ricos em sédio,

gordura saturada e acucar.

As concentracdes dietéticas médias ajustadas pela energia de nutrientes
antioxidantes no grupo controle (Tabela 8) apontaram para grande probabilidade
de adequacao de selénio, cobre e zinco, uma vez que os valores médios desses
nutrientes se encontravam superiores aos valores da EAR. Apresentando
consumo alimentar superior de cobre e zinco com diferencga estatistica significativa
(p<0,05) e também superior de vitamina C, sem diferenca significativa em relacéo
ao grupo caso.

Tal quadro conduz a uma protecdo antioxidante do grupo controle e
acentuada vulnerabilidade aos danos oxidativos no grupo caso. Ressalta-se, por
oportuno, que o grupo caso apresenta mais expressiva exposicao solar, idade
mais avangada, o que acentua tal vulnerabilidade. E ainda o evento pregresso de
CPNM revela-se apto a contribuir para um marcante estresse oxidativo cronico,

com producgao crénica de radicais livres.

O grupo caso, distribuidos entre o grupo suplementado e placebo,
apresentou um padrdo de consumo alimentar de nutrientes antioxidantes com
grande probabilidade de inadequacdo, uma vez que os valores médios desses
nutrientes ajustados pela energia se encontravam inferiores a EAR, exceto quanto
aos valores médios de ingestao de selénio (Tabela 15). E ainda a classificacao do
padrao de consumo alimentar relativo aos nutrientes antioxidantes permitiu
constatar predominancia de déficit quantitativo de consumo de todos os nutrientes
avaliados, tanto no grupo suplementado quanto no grupo placebo, revelando-se
propicio a instalacdo de quadros carenciais, inabilitando o organismo de usufruir

dos efeitos antioxidantes desempenhados por esses nutrientes.

Esses resultados podem ser explicados pela irregular ingestéo de fontes de
vitaminas A, C e E e ainda do mineral zinco, uma vez que se identifica essa
irregularidade pelo baixo consumo de figado, vegetais verdes escuros, abdbora,
cenoura, frutas citricas, cereais integrais, castanhas, améndoas, e outros com

elevado teor desses nutrientes. O consumo irregular desses nutrientes pode ser
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explicado pelos habitos alimentares dos idosos, faixa etaria predominante neste
estudo, os quais apresentam dificuldade de mastigacdo e degluticdo, dificuldade
de acesso a alimentos naturais ou de preparagdes mais saudaveis, estados de co-
morbidades associados, uso crénico de medicagdes, entre outros.

A relagao entre nutrientes antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo
do grupo controle (Tabela 9) mostrou correlacdo negativa e fraca entre CAOT e
vitamina A e nitrito e vitamina E, sugerindo que a ingestdo dietética desses
nutrientes poderia induzir um mecanismo compensatorio ao estresse oxidativo,
freando a produgcédo de radicais livres e retardando a exaustdo das defesas
antioxidantes, contribuindo para menores concentracdes séricas de marcadores
de estresse oxidativo nesse grupo. Ja no grupo caso (Tabela 10), houve
associagdo negativa e fraca entre TBARS e vitamina A, pondo em evidéncia a
influéncia do consumo de alimentos fontes de vitamina A na reducao de estresse
oxidativo, vez que o nutriente em foco comporta-se como importante antioxidante,
atuando como varredor de RL, livrando o organismo dos efeitos negativos destes
sobre o equilibrio redox da pele.

A alimentagao correta, equilibrada e rica em nutrientes antioxidantes atua
como mecanismo preventivo na geracao de RL, dai pode-se inferir que os sujeitos
que tiveram CPNM, inseridos neste estudo, ndo adotavam estratégias preventivas
aptas a proteger a pele, o que associado ao peso excessivo, a excessiva
exposicdo ao sol, a idade avancada explicaria o perfil pré-oxidante e

consequentemente maior vulnerabilidade a doenca.

(190) g qual

Dados semelhantes ao nosso estudo foram encontrados no INA
referiu que a inadequagéao nutricional relativa aos nutrientes antioxidantes no sexo
feminino na faixa etaria superior a 60 anos foi de 53% quanto a vitamina C, 100%
quanto a vitamina E, 80,6% quanto a vitamina A, 38,4% quanto ao mineral zinco,
11,2% quanto ao mineral selénio e 20,1% quanto ao mineral cobre e; no sexo
masculino na mesma faixa etaria foi de 51,4% quanto a vitamina C, 99,9% quanto
a vitamina E, 79,1% quanto a vitamina A, 24,4% quanto ao mineral zinco, 6,3%

guanto ao mineral selénio e 12,5% quanto ao mineral cobre.
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E ainda outros estudos apresentaram resultados que se compatibilizaram

(204)

com nosso estudo, como: Firme e Gallon referindo-se a pacientes portadores

de cancer de células escamosas do esbéfago, constataram consumo insuficiente de

nutrientes antioxidantes e ainda pesquisas conduzidas por Silva et al. (205),

(51) (195) (206) (207),

Rohenkohl et al. , Lopes et al. ;

(208)

, Panziera et al. , Fernandes ef al.

Ledo e Santos as quais reiteravam a probabilidade de inadequacédo desses

nutrientes.

Dados semelhantes ao estudo atual quanto ao consumo deficiente de

(209)

vitamina E, e vitamina A foram encontrados por Fuchs-Tarlovsky et al. em

: A , , 17
pacientes com cancer de colo uterino. Por outro lado, Tartari et al. (178)

encontraram que a ingestdo de vitamina C mostrou-se adequada, tanto para o
sexo feminino quanto para o masculino, o que diferiu de dados encontrados neste
estudo, os quais mostram grande probabilidade de inadequagdao no consumo de

Vitamina C tanto no grupo placebo quanto no grupo suplementado.

Ressalta-se que estes sujeitos poderiam ser beneficiados com a
suplementacdo de nutrientes antioxidantes, pois as baixas ingestbes dietéticas
constatadas poderiam induzir uma amplificacdo dos efeitos antioxidantes nos
nutrientes suplementados, no entanto, os resultados mostraram efeitos discretos
na atenuagdo do estresse oxidativo apds suplementacdo, manifestados pela
tendéncia de reducado dos marcadores TBARS, CAQOT e isoprostano, mas ainda
mantendo o perfil pré-oxidativo, com as concentragbes de isoprostano ainda
superiores as do grupo controle. O consumo de alcool em 15% dos casos e
tabagismo referido por 13,3% dos casos, o tempo de suplementacao de apenas
60 dias, as doses de antioxidantes podem ter contribuindo para os discretos
efeitos observados no estudo atual.

A probabilidade de inadequacdo dos nutrientes em foco, mesmo né&o
atuando isoladamente na propensao ao cancer de pele, pode contribuir para a
exaustdo dos mecanismos enddgenos antioxidantes, gerando um desequilibrio

oxidante / antioxidante, que pode conduzir ao estresse oxidativo. Em persistindo o
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atual consumo alimentar, acarretara nitido comprometimento nutricional,
inabilitando, assim, o0 organismo a suprir as demandas antioxidativas, agora
aumentadas, devido ao CPNM previamente diagnosticado. E muito provavel que
isto concorra para delinear um quadro de vulnerabilidade na populagdo ora
analisada.

Em face da acao desses nutrientes na prevencao do estresse oxidativo e do
estresse inflamatorio, torna-se imperiosa a adogdo de habitos alimentares que
assegurem a ingestdo adequada de alimentos fontes destes nutrientes, como
estratégia preventiva aos danos oxidativos na populagao estudada.

Tendo em vista as caracteristicas da populacao estudada, o estudo em foco
verificou a presenca de determinados fatores constitucionais, comportamentais e

bioquimicos que pudessem precipitar o desenvolvimento de CPNM.

A compreensao dos fatores de risco epidemiol6gicos para o cancer da pele
procede principalmente de estudos conduzidos no exterior: Australia, América do

Norte e Europa @4

. A incidéncia deste cancer difere entre regides do Brasil,
devido a heterogeneidade cultural e aspectos sociodemograficos que podem levar
a exposicao a diferentes fatores de risco, nao ha dados conclusivos referentes aos
fatores de risco para este cancer no Brasil, justificando-se assim a realizacao

desse tipo de investigacdo em nosso meio.

Em funcdo do crescimento da incidéncia, morbidade e mortalidade
secundaria aos diversos tipos de cancer em nosso meio, a busca de novos
formatos de diagnostico e fatores de risco vem despertando muito interesse
perante a comunidade cientifica, e o uso de biomarcadores representa uma

alternativa.

Na perspectiva de um melhor entendimento sobre a relagéo entre estresse
oxidativo e cancer, alguns estudos tém utilizado a quantificacdo dos MEOs para
determinacao de risco de alguns tipos de cancer. Sobre este aspecto, ressalta-se
que o uso de marcadores de estresse oxidativo se reveste de utilidade diagnéstica
e preventiva, na medida em que possibilitam a identificacdo precoce de sujeitos de

Discussdo

163




risco, no entanto, é necessario reconhecer que a utilizacdo desses marcadores

para diagnoéstico de doencas é dificil, devido aos problemas analiticos de

especificidade e sensibilidade (210)

No presente estudo, pela analise de regressao logistica multivariada, o F2
isoprostano foi associado ao risco de CPNM (OR 1,044; p=0,0099), apds ajuste
para tempo de exposicdo solar, constatando-se que a cada aumento de uma

unidade na medida deste marcador aumenta em 4% a chance de cancer.

Nesse sentido, ressalva-se que, dentre os marcadores de peroxidagao

o , . , . . e . (210
lipidica, o isoprostano € o mais sensivel, mas também muito dificil de medir ( ),

suas concentracdes nos tecidos e fluidos bioldégicos proporciona uma nova
abordagem para a quantificacdo de estresse oxidativo, bem como uma base

bioquimica para avaliar a intervencdo terapéutica, revelando-se um indice

(86,87,89)

altamente preciso e exato do estresse oxidativo . Ha estudos que sugerem

que o F2 isoprostano deva ser considerado ndao apenas mero marcador, mas

"mediador" fisiopapologico da doencga, vez que pode mediar muitas caracteristicas

(86,87,210)

das doencgas, para as quais sao usados como marcadores . Na visédo de

(86)

Montuschi et al. , 0 F2-isoprostano é um importante marcador do status pré-

oxidante, envolvido na patogenia de diferentes doencas e na resposta a exposicao
as substancias téxicas ®°.
Os resultados agora  apresentados estdo compativeis com

1 ~ ~ .
(1%0) " que relataram elevacéo nas concentragdes de isoprostano em

211)

Barocas et al.

individuos com cancer de préstata e ainda Rossner et al. evidenciaram

resultados sugestivos do isoprostano como fator associado ao risco de cancer de

mama, no entanto reforcam que tal associacdo esta influenciada pelo tabagismo.

(15

Ainda compativel com Qi Dai e Zhu Xiangzhu 7), gue descobriram associacao

entre F2 isoprostano e 15-F2 isoprostano com o cancer de mama em mulheres

(21

. 2 . . ~ ~ s
obesas, com Epplein et al. ) que apoiam a associacao da excrecao urinaria de

15-F2 isoprostano como um marcador de risco de cancer de pulméo e ainda com
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(213

Cai et al. ), que relatam que niveis urinarios de 8 F2 isoprostano estédo

elevados em modelos animais com colite, ledo pré-cancerosa de cancer coloretal.

Na perspectiva do isoprostano como “mediador® fisiopatoldégico de
determinadas doencas, ha estudos que associam concentracdes elevadas de
isoprostano a hipercolesterolemia, diabetes melitus, obesidade, hiperinsulinemia,
doenga renal, asma, faléncia respiratéria aguda, fibrose cistica, sarcoidose

( 158, 210)

pulmonar e aterosclerose e ainda novos estudos sao requeridos para

determinar se o F2 isoprostano pode ser usado no prognostico de doencas
cardiovasculares ou na individualizacao de estratégias terapéuticas (18) " a
utilizacao do isoprostano como mediador de doengas decorre do fato de que os
produtos do seu metabolismo apresentam relacdo com acdes bioldgicas

envolvidas no quadro fisiopatolégico das mesmas.

Percebe-se, portanto, que muitas doencgas apresentam as concentracoes
séricas ou niveis urinarios de isoprostano elevados, sugerindo a associacao deste

como marcador de risco ou indicando a presencga da doenca.

Os resultados atuais sugerem o uso do isoprostano como marcador de risco
para CPNM. Estudos focalizando este marcador de peroxidagdo lipidica em

~ ~ 140
portadores de CPNM mostram elevagdo nas suas concentragdes na pele ( ); no

entanto, ndo ha estudos evidenciando o papel do F2 isoprostano como marcador
de risco para CPNM. Dai o carater inovador do estudo agora apresentado,
possibilitando a utilizagdo do isoprostano para o diagndstico precoce do cancer em
questao, permitindo a adogao de estratégias preventivas para impedir ou retardar
a instalacdo do CPNM. E ainda o mesmo marcador reveste-se de utilidade na
investigacdo da eficacia da terapia antioxidante na prevencdo e controle das
complicagdes decorrentes de patologias, cujos mecanismos fisiopatolégicos
envolvam estresse oxidativo, como foi possivel constatar uma tendéncia de
reducdo nas concentracdes plasmaticas de F2 isoprostano apés a suplementacao
de antioxidantes realizada neste estudo.
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Os resultados mostraram, ainda, que a cada ano a mais para o fator idade
aumenta em 12% a chance de cancer, sugerindo a idade com fator de risco para
CPNM, pela andlise de regressao logistica multivariada, (OR 1,121; p=0,005),
apos ajuste para tempo de exposicao solar.

(129)

Estudos conduzidos por Spindola et al. e Ferreira et al.*¥ descobriram

qgue a incidéncia desde cancer aumenta a partir da sexta década. E ainda Rocha

(130)

et al. concluem que o risco para lesdes cutaneas pré-malignas e malignas foi

diretamente proporcional a idade, sendo que, aos 80 anos ou mais de idade, a
probabilidade de adquirir a doenga passou a ser cerca de seis vezes maior do que
na faixa etaria dos 50 a 59 anos.

A associagao direta da idade com o CPNM encontrou suporte em Chinem e

Miot (136), Qureshi et al. (214), além de Madan et al. (215), estes enfatizam que a

incidéncia do CPNM aumenta com a idade e 80% dos casos concentram-se na
faixa etaria superior a 60 anos.

Esse resultado pode ser explicado em funcdo de que o aumento da idade
favorece a maior producdo de RL, assim como exaustdo dos mecanismos de
defesa antioxidante, contribuindo para a instalacdo do estresse oxidativo e, ainda
h&a de se considerar o efeito cumulativo das RUV ao longo dos anos, contribuindo
para um estresse oxidativo crénico com elevagéo cronica de RL. Associado a isso,
com o avango da idade ocorre depressdo do sistema imune cutédneo, com
ineficiéncia do sistema de reparo do DNA, contribuindo para o desenvolvimento do
CPNM

Pela analise de regressao logistica univariada, a presenca de antecedentes
para cancer foi associada ao risco de CPNM (OR 11,667; p<0,0001), no que se
compatibilizou com estudos conduzidos por Popim et al. 9 & Ferreira et al. (24), 0s
quais destacam a histdria de cancer na familia como importante fator de risco. Por

(4)

outro lado, Maia et al."’ ndo constataram a histéria familiar de cancer de pele

como fator de risco, quando tal varidvel foi submetida a regressao logistica
condicional multipla andlise, com um odds ratio de 1,25.
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O resultado do nosso estudo pode ser explicado em funcdo de que a
histéria familiar constitui-se em importante aspecto na patogénese do céancer
cutaneo, em funcdo do fator genético, propriamente dito, que condiciona o
aparecimento de mutacdes génicas aptas a contribuir para o desenvolvimento
deste cancer e ainda pela influéncia do fator ambiental que expbe os membros de

uma mesma familia aos mesmos estimulos.

O estudo mostrou ainda, pela analise univariada, que as concentragoes de
CAOT associaram-se ao CPNM (OR1,772; p=0,0449). Tais resultados decorrem
do aumento nas suas concentracbes nos pacientes que tiveram CPNM, cuja
explicacdo esta amparada em um possivel mecanismo compensatério do sistema

de defesa antioxidante, acionado quando a producao de ERO e ERN aumenta.

(153) (142)

Esses resultados estdo compativeis com Rajneesh et al. e Yeh et al. que

constataram aumento significativo do status antioxidante em pacientes com cancer
de mama. Por outro lado, reduzidas concentracbes de CAOT associam-se a
diversas condigbes patoldgicas como: diabetes mellitus, hipertensdo arterial,

, JeT . . i
sindrome metabdlica, hipercolesterolemia @1,

Sobre esse marcador, é oportuno esclarecer que sua avaliagdo em
diferentes situacbes metabdlicas e patolégicas € de grande interesse clinico e
nutricional, revelando-se uma abordagem util para determinar os grupos de risco
para desenvolver determinadas doencgas, na medida em que este parametro pode

(91)

ser considerado biomarcador de estresse oxidativo ; € assim como a avaliacao

do isoprostano, também se reveste de utilidade para avaliar a eficacia da terapia

antioxidante na prevencéo e/ou controle de patologias (216)

, CUjoS mecanismos
fisiopatolégicos envolvam estresse oxidativo, podendo-se verificar, no nosso
estudo, uma tendéncia de reducao nas concentracdes plasmaticas de CAOT apds
a suplementacéo.

Neste estudo, a cor da pele ndo foi associada ao CPNM, no que discordou

130)

dos resultados de Popim et al. 29 & Rocha et al. { , 0S8 quais relatam que a cor

da pele é um fator importante em relacdo ao cancer de pele, vez que a pele
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branca apresenta menor protecdo em relagdo a RUV, principalmente a RUVB, de
forma que individuos com pele branca configuram-se como grupo de risco para
esse tipo de neoplasia. Como ja foi visto nesta discusséo, ha de se considerar a
heterogeneidade geografica e diferentes aspectos sociodemograficos
responsaveis por diferentes caracteristicas nos portadores de CPNM, explicando-
se assim a cor de pele parda ser a mais prevalente neste estudo.

E ainda, o fumo e alcool ndo foram associados ao CPNM no nosso estudo,

(130) e Chinem e Miot (136), O

assemelhando-se aos resultados de Rocha et al.
tamanho amostral pode ter contribuido para a ndo percepc¢ao da influéncia desses

fatores no nosso estudo.

Portanto, nosso estudo destaca a possibilidade da utilizagdo de um
marcador de estresse oxidativo, o isoprostano, como um biomarcador e seu

aumento est4 relacionado ao aparecimento do cancer de pele.

Discussdo




7. CONCLUSAO
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Este estudo sugere que pessoas previamente diagnosticadas com CPNM ja
submetidas a tratamento cirdrgico apresentaram elevado estresse oxidativo em
relacdo as pessoas saudaveis quanto a este aspecto. O isoprostano revelou-se o
mais sensivel marcador de peroxidagao lipidica a detectar elevacdo do estresse
oxidativo dos casos em relagdao aos controles. A suplementacdo de antioxidantes
(Vitaminas C, E e mineral Zinco) ndo reduziu significativamente os parametros de
estresse oxidativo. Sugere que o marcador de estresse oxidativo F2-isoprostano e
a idade podem ser utilizados como fatores de risco para o desenvolvimento de
CPNM. A cobertura nutricional de nutrientes antioxidantes nao foi alcancada, com
grande probabilidade de inadequac&o do consumo desses nutrientes, acarretando
um nitido comprometimento dos mecanismos de defesa antioxidante.Recomenda-
se a adocdo de medidas preventivas para amenizar a producédo desenfreada de
radicais livres, englobando habitos alimentares e estilo de vida saudaveis.
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ANEXO 1

QUESTIONARIO SEMIQUANTITATIVO DE FREQUENCIA ALIMENTAR

INSTRUCOES: Indicar o nimero de dias da semana em que consome determinado item, conforme

exemplo indicado abaixo:

Se come determinado alimentos todos os dias, marcar 7.

Se come determinado alimento 3 dias/semana, marcar 3.

Se come determinado alimento 3 dias/més, marcar T.

Se come determinado alimento quinzenalmente, marcar Q.

Se nunca come determinado alimento, marcar R.

Visualizagao:

N NSNS
coooo
aoaaan
LA bhhL,DS
WWwWwww
NMNMNMDMNMDNDDN
—t b ol -l )
A4+

Depois, indicar a quantidade que ingeriu, conforme o tamanho que mais se aproxime (A, B, C, e E),
observado com auxilio do album fotografico (ndo apresentado).
Exemplo: Come todos os dias 1 banana conforme tamanho C.

7 6 5 43 21 T QR A

CARNES E PESCADOS

Almondegas

7 6 5 4 3 2 1 T QR A
309

Bife de boi.

7 6 5 4 3 2 1 T QR A
42¢g

Carne moida.
7 6 5 4 3 2 1 T Q R A
41g

POO0OO

jms s i s i« Jim o

B

45¢g

85¢g

82¢g

60g

120g

135¢g

909

165¢

180¢g

1209

200g

225¢g
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Frango.
7 6 5 4 3 2

Linguica.
7 6 5 4 3 2

Peixe.
7 6 5 4 3 2

Ovo
Ovo frito.

7 6 5 4 3 2

LEITE E DERIVADOS.
Leite de vaca integral

7 6 5 4 3 2

Leite em P6.
7 6 5 4 3 2

Mussarela.
7 6 5 4 3 2

Queijo Minas.
7 6 5 4 3 2

CEREAIS E FARINHAS
Angu.
7 6 5 4 3 2

Arroz.
7 6 5 4 3 2

Anexos
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1

209

419

45¢g

50¢g

100 mL

79

15¢

179

159

41g

659

759

80g

100g

B

165mL

279

309

309

309

719

909

1009

1009

150¢g

C

230mL

54q

45¢g

459

709

1109

D
160g

1209

185¢

200g

D

330mL

81¢g

609

1109

1209

1509

E
2309

165¢g

2409

2509

750mL

1009

95¢g

1649

2009

2339




Biscoito cream-cracker.
7 6 5 4 3 2 1

Bolo basico.
7 6 5 4 3 2 A1

Coxinha.
7 6 5 4 3 2 1

Farofa.
7 6 5 4 3 2 A1

Macarrao.
7 6 5 4 3 2 1

Pao de Queijo.
7 6 5 4 3 2 1

Pao Franceés.

7 6 5 4 3 2 1

Pao de Forma.
7 6 5 4 3 2 1

Pastel.
7 6 5 4 3 2 1

Pipoca.
7 6 5 4 3 2 A1

Pizza.
7 6 5 4 3 2 1

T Q R

T Q R

T Q R

T Q R

T Q R

89

309

20g

109

509

409

Y2
25¢

25¢

A
20g

A
15¢

A
85¢g

28¢g

409

42¢g

229

100g

85¢g

509

50¢g

509

309

1409

659

60g

759

409

130¢g

130g

1009

759

709

509

190g

D
100g

909

115¢

759

2009

2509

1509

4

100g

1009

659

230g

E
200g

1209

155¢g

1009

2809

480c¢

4
(unidades)

2009

5 (fatias)
125¢g

125¢g

E
80¢g

E
330g
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LEGUMINOSAS.
Feijao cozido.
7 6 5 4 3 2 1 T QR A

359
HORTALICAS GRUPO A.
Alface.
7 6 5 4 3 2 1 T QR A
10g
Almeirao.
7 6 5 4 3 2 1 T Q R A
15¢
Berinjela.
7 6 5 4 3 2 1 T QR A
30g
Brocolis.
7 6 5 4 3 2 1 T QR A
109
Couve crua.
7 6 5 4 3 2 1 T QR A
109

Couve refogada.
7 6 5 4 3 2 1 T QR A

10g
Couve flor.
7 6 5 4 3 2 1 T QR A
309
Pepino.
7 6 5 4 3 2 1 T QR A
229
Tomate.
7 6 5 4 3 2 1 T QR A
15¢g

Anexos

B
719

359

359

43¢g

20g

20g

20¢g

60g

429

30¢g

C
1429

60g

459

60g

409

369

369

1039

749

50¢g

D
200g

80g

609

759

60g

60g

609

2149

85¢g

759

E
2709

1009

80¢g

1059

1009

80g

80¢g

321¢g

1009

1409




HORTALICAS GRUPO B.

Cenoura.
7 6 5 4 3 2

Beterraba.
7 6 5 4 3 2

HORTALICAS GRUPO C.

Batata baroa.
7 6 5 4 3 2

Batata frita.
7 6 5 4 3 2

Mandioca cozida
7 6 5 4 3 2

Mandioca frita
7 6 5 4 3 2

FRUTAS GRUPO A.
Melao.

7 6 5 4 3 2

Laranija.
7 6 5 4 3 2

FRUTAS GRUPO B.
Abacaxi.

7 6 5 4 3 2

1

1

1

10g

149

60g

25¢g

309

309

709

90¢g

759

25¢g

309

85¢g

509

609

60g

140¢g

1209

150¢g

409

52¢g

1209

80¢g

909

909

210g

189¢g

3009

80¢g

85¢g

180¢g

100g

130¢g

130¢g

2809

370g

3759

1309

1109

2409

1509

2109

2109

4109

5009

5409
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Banana.
7 6 5 4 3 2

Maca.
7 6 5 4 3 2

Mamao.
7 6 5 4 3 2

Uva.
7 6 5 4 3 2

DOCES.
Bombom.

7 6 5 4 3 2

Cajuzinho.
7 6 5 4 3 2

Doce de leite pastoso.

7 6 5 4 3 2

Doce de leite pedaco.
7 6 5 4 3 2

Gelatina.
7 6 5 4 3 2

Goiabada.
7 6 5 4 3 2

Chocolate em po.
7 6 5 4 3 2

Anexos

759

409

709

409

129

109

35¢g

35¢g

65¢g

459

89

B
105¢

80g

140¢g

80g

20g

20g

609

609

130¢g

60g

169

C
1209

1309

2809

120g

309

409

909

909

200g

1009

329

D
210g

150¢g

4209

1769

60g

60g

1209

1209

330g

1209

48¢g

E
225¢

2409

5809

3509

1009

1209

2009

2009

5009

1759

649




BEBIDAS E INFUSOES.

Café.
7 6 5 4 3 2 1 T QR A B C D E
509 100g 1659 2409 330g
OLEOS E GORDURAS.
Margarina.
7 6 5 4 3 2 1 T QR A B C D E
89 169 249 409 80g
DIVERSOS.
Puré de batata.
7 6 5 4 3 2 1 T QR A B C D E
25¢9 45¢ 80g 135¢ 2009
Salada de legumes com maionese.
7 6 5 4 3 2 1 T QR A B C D E
35¢g 709 1409 2109 280g
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ANEXO 2
CARTA DE APROVACAO - COMITE DE ETICA EM PESQUISA

| MINISTERIO DA SAUDE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
Coneslho Hacional de Sauds Pri-Reltoris de Pesquise » Pds-Graduagio
Comiseo Maclonal de Blice sm Pesgulza | Comitd de Filcs sm Pasquiss - CEP- UFPI UFPI

ICOMER) REQIETRO CONEP: 045

CARTA DE APROVAGCAO

O Comitd de Etica em Pesquisa - UFPI, reconhecido pela Comisséo Nacional de Etica
em Pesquisa - (CONEF/MS) analisou o prolocolo de pesquisa:

Titule: Efsito da suplementacho de wvitaminas C, E e Zinco no estrésse oxidativo de
pacientes poriadores de cfincer de pele em Taresina Plaul.

CAAE (Certificado de Apresentagho para Apreciagio Etica): 0055,0.045.000-10
Pesquisador Responsdvel: Betinia e Siva de Almendra Fraltas

Este projeto fol APROVADO em seus aspecios élicos e metodologicos de acordo com as
Diretrizes estabelecidas na Aesolugio 196/96 e complemantares do Consetho MNacional
de Sagde. Toda @ gualguer alleragio do Projsto, assim como o8 eventos adversos
graves, deverdo ser comunicados imediataments a oste Comitd. O pesquisador deve
apresentar ao CEP:

Junho/2011 Relatario parcial
Setembref2012  Relatdrio final

Os membros do CEP-UFPI nlio participaram do processo de avallagho dos projetos onde
constam como pasquisadonss.

DATA DA APROVAGAQ: 17/05/2010

Teresina, 18 da maio de 2010.

/l/:l-’:;f - —_—
Praf. Dr. Carlos redo da Siva

Camiia da Elica sm Pasquisa — UFFI
COOADENADOR
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APENDICE 1
FICHA DE ACOMPANHAMENTO DOS PACIENTES COM CANCER DE PELE
NAO MELANOMA

01.DADOS PESSOAIS E HABITOS DE VIDA

Nome:

Endereco: Bairro:

Cidade: Idade: Sexo:M[ ] F[]
Telefone: Celular:

Diagnostico Principal:

Data de admisséo: Doenca associada:

TTM cirdrgico: S [ ] N[_] Procedimento:

Cor da pele: Branca [_] Parda | | Negra[ ]

Ocupacao atual:

Ocupacao na idade produtiva:

Habitos de vida e de exposi¢édo ao sol
Por quanto tempo vocé se expde diretamente ao sol:

[ ] até 30 minuto/dia
[ ] 31- 90 minutos/dia
[ ] 91-120 minutos/dia
[ ] 121- 200min/dia

Quais sao os horarios que comumente vocé se expde ao sol (mais de uma alternativa podem ser
assinaladas):

[ ] Até as 10 horas da manha

[ ] Entre 10 horas da manha e 3 horas da tarde
[ ] Apds as 3 horas da tarde

[ ] Nao me exponho ao sol

Vocé usa filtro solar?

[] sim [ ]nao

Qual a frequéncia de uso do protetor solar?

[ ] Diariamente

[ ] Trés ou mais vezes na semana

[ ] Menos de trés vezes na semana

[ ] Uso filtro solar somente quando vou a praia ou piscina
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Vocé tem o habito de fumar:

[] sim Quantos por dia:

[ ] Nao

[ ] ex Fumante Ha quanto tempo parou:

Vocé tem o habito de consumir alcool:

[ ] raramente/ nunca
[ ] eventuamente

sempre
[] semp

Vocé tem antecedentes familiares de caso de cancer: Sim [ ] Nao [_] Tipo:

02. DADOS ANTROPOMETRICOS

PESO ATUAL

PESO USUAL

ESTATURA

IMC

PCT

CB
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APENDICE 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se processe apos
consentimento livre e esclarecido dos sujeitos, individuos ou grupos que por si e/ou por
seus representantes legais manifestem a sua anuéncia a participacdao na pesquisa (IV, da
Res. 196/96, do CNS).

Vocé esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario (a), em uma pesquisa.

Para melhor esclarecer, o sujeito de pesquisa, de acordo com a Resolucdo 196/96, do
CNS, é o (a) participante pesquisado (a), individual ou coletivamente, de carater voluntario,
vedada qualquer forma de remuneracao.

Por favor, ndo se apresse em tomar a decisao.

Leia cuidadosamente 0 que se segue e pergunte ao responsavel pela pesquisa sobre
qualquer davida que tiver.

Apds ser esclarecido (a) sobre as informacbes a seguir, no caso de autorizar sua
participacdo como sujeito de pesquisa, assine este documento, que estd em duas vias. Uma delas
€ sua e a outra é do pesquisador responsavel.

Vocé podera recusar sua participacao de imediato e a qualquer tempo sem que com
isto haja qualquer penalidade. Vocé pode desistir em qualquer momento da pesquisa.

ESCLARECIMENTO SOBRE A PESQUISA:

O Projeto de Pesquisa intitulado: POSSIVEIS MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO
NO CANCER DE PELE NAO MELANOMA: EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE VITAMINA C,E
MINERAL ZINCO EM INDIVIDUOS QUE TIVERAM CANCER DE PELE NAO MELANOMA, tem
como pesquisadora responsavel: Betania e Silva de Almendra Freitas, cujo telefone para contato é
(86) 9419 3324 e E-mail: betaniafreitas2004@yahoo.com.br.

A pesquisa tem como objeto individuos previamente diagnosticados e ja tratados por
cancer de pele ndo melanoma atendidos no Hospital Getllio Vargas em Teresina Pl. Os
procedimentos adotados nesta pesquisa séo: avaliar o estado nutricional dos sujeitos; comparar o
estresse oxidativo por meio da andlise sérica dos biomarcadores do estresse oxidativo:
isoprostanos, nitrito, TBARS, capacidade antioxidante total de pessoas que tiveram e nao tiveram
cancer de pele ndao melanoma; verificar o efeito da suplementacdo combinada de nutrientes
antioxidantes sobre os marcadores de estresse oxidativo; verificar o consumo habitual relativo aos
nutrientes antioxidantes.

Ha beneficios para o sujeito de pesquisa, pois apds a realizagdo da mesma os sujeitos
conhecerdo seu perfil oxidativo/antioxidativo e os efeitos da suplementacdo de nutrientes
antioxidantes no estresse oxidativo dos sujeitos, o que permitira consolidar a adogao de medidas
de intervengbes adequadas e direcionadas para minimizar os danos oxidativos sobre a pele,
evitando futuras recidivas, além de promover adaptagées no seu esquema alimentar, sem existir
custos para os participantes.
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Objetiva-se nesta pesquisa: Comparar os marcadores de estresse oxidativo de individuos
que tiveram e nao tiveram CPNM e avaliar os efeitos da suplementagdo combinada de nutrientes
antioxidantes Vitamina E, C e Zinco no estresse oxidativo de pacientes previamente diagnosticadas
e ja tratados por cancer de pele.

Ressalta-se que em qualquer etapa da pesquisa, vocé tera acesso aos pesquisadores
responsaveis e participantes pela presente pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.

O principal pesquisador é: Betania e Silva de Almendra Freitas, Rua Aviador Irapua Rocha,
1065. Teresina — Piaui; CEP-64.048-360, (086) 9419 3324, betaniafreitas2004@yahoo.com.br.

O periodo de sua participacao sera de 01/01/2012 a 30/12/2012, lembrando-lhe que vocé
tera o direito de recusar-se a continuar como sujeito de pesquisa a qualquer tempo.

Nome e Assinatura do pesquisador responsavel:

Nome e Assinatura do(s) pesquisador (es) participante(s):
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