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RESUMO

ARAUJO, C. G.B. Zincemia, atividade da enzima superéxido dismutase e sua
relacdo com o marcador do estresse oxidativo em mulheres com céancer de
mama. 2014. Dissertacao (Mestrado) - Programa de Mestrado em Ciéncias e Saude,
Universidade Federal do Piaui, Teresina-PlI.

INTRODUCAO: Estudos tém mostrado alteracdes no metabolismo do zinco em
mulheres com cancer de mama. Este mineral possui acdo antioxidante, e disturbios
nos seus parametros bioquimicos estéo relacionados ao pior progndstico da doenca
e agravamento do processo carcinogénico. Portanto, esse estudo avaliou a atividade
da enzima superéxido dismutase e parametros bioquimicos relativos ao zinco, bem
como investigou a existéncia de correlagdo entre essas variaveis e o marcador do
estresse oxidativo nestas pacientes. METODOS: Estudo caso-controle, envolvendo
66 mulheres, com idade entre 20 e 50 anos, sendo distribuidas em dois grupos:
grupo caso (mulheres com cancer de mama, n=34) e grupo controle (mulheres
saudaveis, n=32). Foram realizadas medidas do indice de massa corporea e da
circunferéncia da cintura, bem como analisados a ingestao de zinco, concentracdes
plasméticas e eritrocitérias desse mineral, além da atividade da enzima superéxido
dismutase e da concentracdo do malondialdeido. A analise da ingestdo de zinco foi
realizada por meio do registro alimentar de trés dias, utilizando o software Nutwin
versao 1.5. As concentracfes de zinco plasmatico e eritrocitario foram determinadas
segundo o método de espectrofotometria de absorgéo atdmica de chama (A= 213,9).
A determinacdo da atividade eritrocitaria da enzima superoxido dismutase foi
realizada pelo método colorimétrico de Griess. A concentracdo plasmatica do
malondialdeido foi analisada pela medida da producédo de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico. Os dados foram organizados no programa estatistico SPSS for
Windows 18.0. RESULTADOS: Os valores médios da ingestdo de zinco estavam
superiores as recomendacdes, sem diferenca estatistica entre os grupos estudados
(p>0,05). As concentracbes médias do zinco plasmatico foram de 60, 45 + 7,46
Mg/dL para as mulheres com cancer de mama e de 64,59 + 10,07 pg/dL para o
controle (p>0,05). A média do zinco eritrocitario foi de 37,51 + 8,26 uygZn/gHb e de
35,97 + 5,57 ugZn/gHb para as mulheres com cancer de mama e para o controle,
respectivamente (p>0,05). As médias da atividade da enzima superéxido dismutase
e da concentracdo do malondialdeido foram respectivamente, 8924,32 + 3829,35
pgSOD/gHb e 5,02 £ 4,55 pmol/L para as mulheres com cancer de mama e 7170,14
+ 3132,32 uygSOD/gHb e 3,95 + 1,55 umol/L para o grupo controle. Nao houve
correlacéo estatistica significativa entre os parametros do zinco e a concentragéo da
enzima superéxido dismutase e do malondialdeido. CONCLUSAOQO: A partir dos
resultados desse estudo, pode-se pressupor que a ingestéo de zinco pelas mulheres
com cancer de mama néo influencia as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias
desse mineral. A atividade da enzima superoxido dismutase elevada nas mulheres
com cancer de mama parece ser decorrente de um mecanismo de regulagcéo
compensatorio mediante o0 estresse oxidativo presente nessa doenca.

Palavras-chave: Cancer de Mama, Zinco, Superéxido Dismutase, Estresse
Oxidativo.



ABSTRACT

Araujo, CGB. Zincemia, superoxide dismutase activity and its relationship with
the marker of oxidative stress in women with breast cancer. 2014 Thesis (MS) -
Master's Program in Health Sciences, Federal University of Piaui, Teresina, PI.

INTRODUCTION: Studies have shown changes in zinc metabolism in women with
breast cancer. This mineral has antioxidant activity and disturbances in their
biochemical parameters are related to worse prognosis and worsening of the
carcinogenic process. Therefore, this study evaluated activity of superoxide
dismutase and the biochemical parameters related to zinc, and investigated the
correlation between these variables and the marker of oxidative stress in these
patients. METHODS: A case-control study, involving 66 women, aged between 20
and 50 years, divided into two groups: study group (women with breast cancer, n=34)
and control group (healthy women, n=32). Measures of body mass index and waist
circumference, as well as analyzed zinc intake, plasma and erythrocyte
concentrations of this mineral were held, besides the activity of superoxide dismutase
and concentration of malondialdehyde. Analysis of zinc intake was performed using
the three-day food record using Nutwin software version 1.5. Concentrations of
plasma and erythrocyte zinc were determined by the method of atomic absorption
spectrophotometry flame (A=213.9). The determination of the activity of erythrocyte
superoxide dismutase was performed by the colorimetric method of Griess. The
plasma concentration of malondialdehyde was analyzed by measuring the production
of thiobarbituric acid reactive substances. Data were organized in SPSS for Windows
18.0. RESULTS: The mean values of zinc intake were higher than
recommendations, with no statistical difference between groups (p> 0.05). The mean
plasma zinc concentrations were 60, 45 + 7.46 mg/dL for women with breast cancer
and 64.59 + 10.07 mg/dL in the control (p> 0.05). The mean erythrocyte zinc was
37.51 + 8.26 ugZn/gHb and 35.97 + 5.57 ugZn/gHb for women with breast cancer
and the control, respectively (p> 0.05). The average activity of superoxide dismutase
and concentrations of malondialdehyde were respectively , 8924,32 + 3829,35
NgSOD/gHb and 5,02 £ 4,55 umol/L for women with breast cancer and 7170,14 *
3132,32 ugSOD/gHb and 3,95 = 1,55 umol/L for the control group. There was no
statistically significant correlation between the parameters of zinc and the
concentration of superoxide dismutase and malondialdehyde. CONCLUSION: The
results of this study, it can be assumed that zinc intake by women with breast cancer
does not affect the plasma concentrations and erythrocyte of this mineral. The
activity of the enzyme superoxide dismutase higher in women with breast cancer
seems to be due to a mechanism for compensatory regulation by oxidative stress
present in this disease.

Keywords: Breast Cancer, Zinc, Superoxide Dismutase, Oxidative Stress.
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1. INTRODUCAO

A neoplasia maligna da mama é caracterizada pela multiplicacdo e
propagacdo descontrolada e anormal de células do tecido mamario, constituindo o
resultado de um acumulo progressivo de muta¢cdes no material genético (VIEIRA,
2008). E uma doenca cronica com causas enddgenas e ambientais, em que a
susceptibilidade genética interage com fatores sécio-demograficos, reprodutivos,
nutricionais e outros fatores de risco relacionados ao estilo de vida, sendo
responsavel por cerca de 22% da incidéncia de cancer e por 14% do total de mortes
associadas as neoplasias, entre as mulheres (AL-QALLAF; SORKHOU; SARKHOU,
2007; INCA/MS, 2012).

A relacdo entre estresse oxidativo e cancer de mama tem sido bastante
investigada (SINHA et al., 2009; KASAPOVIC et al., 2010; MA et al., 2010; PAN et
al., 2011; KLINGELHOEFFER et al., 2012). Alguns carcindgenos favorecem a
producao de radicais livres que danificam as células, predispondo as transformacdes
malignas. Esses compostos podem modificar os efeitos moleculares e celulares,
resultando em mutagenecidade, citotoxicidade e alteracdes na expressao de genes
envolvidos na iniciagdo e promog¢ao da carcinogénese (RAY et al., 2001).

A concentracdo de espécies reativas de oxigénio elevada no meio
intracelular, bem como o comprometimento no reparo do DNA, torna esse acido
nucléico susceptivel ao dano oxidativo, que contribui de forma relevante para a
carcinogénese mamaria (CAl et al., 2004). As espécies reativas de oxigénio
participam tanto de reacfes inflamatérias quanto de mecanismos de transducéo de
sinais, atuando como segundos mensageiros para manter diversas funcdes
celulares (BARBIERI; SESTILI, 2012). Esta resposta inflamatéria estimula a
producgéo de novos radicais livres, mantendo a lesdo tecidual progressiva (BURINI,
2002).

O desequilibrio entre a formagdo e a remocdo dos radicais livres no
organismo, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes endégenos ou do aumento
da geracdo de espécies reativas de oxigénio, gera um estado pro-oxidante que
favorece a ocorréncia de lesbes oxidativas em macromoléculas e em estruturas
celulares, podendo resultar inclusive na morte celular (BARBIERI; SESTILI, 2012).

Paralelamente, na defesa antioxidante, enzimas especificas atacam

diretamente as espécies reativas de oxigénio, as quais impedem, por meio de sua
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propria reducdo, o dano oxidativo celular e minimizam a toxicidade causada pelos
radicais livres; e também podem seletivamente induzir a apoptose em células
cancerosas e inibir a proliferacao celular (OLIVEIRA, 2004; PAN et al., 2011).

As enzimas constituintes em organismos aerébicos na prevencdo ou
atenuacao dos efeitos deletérios promovidos por espécies reativas de oxigénio séo:
superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase (SINGH
et al., 2010). A enzima superéxido dismutase atua como anticarcinogénico, inibindo
a fase de iniciacdo, promocdo e progressdo na carcinogénese mamaria
(PRABASHEELA et al., 2011).

Nesse sentido, Sinha et al. (2009); Goswami et al. (2010) e Prabasheela et
al. (2011), avaliaram a acdo antioxidante da enzima superoxido dismutase em
pacientes com cancer de mama e verificaram atividade dessa enzima reduzida e
significativo aumento de oxidantes nessas pacientes quando comparado ao grupo
controle, evidenciando que a producéo de radicais livres em pacientes com cancer
de mama ocorre em situacdes de comprometimento da defesa antioxidante.

Nessa perspectiva, 0 zinco € um nutriente que possui papel importante em
varios processos biologicos, na inibicdo ou ativacdo de reacBes enzimaticas e na
competicdo com outros elementos, alterando a permeabilidade das células,
exercendo, portanto, acdo direta ou indireta no processo carcinogénico (SANCAK et
al., 2003; DUTRA et al., 2004).

Diversos estudos vém sendo realizados visando esclarecer a associacao
entre 0 zinco e as neoplasias da mama. Ainda em 2002, Kuo et al. encontraram
concentracbes séricas de zinco reduzidas em pacientes com cancer de mama e
sugeriram que o zinco plasmatico poderia ser utilizado como um possivel marcador
progndstico e terapéutico nesse tipo de cancer.

As concentracdes séricas reduzidas de zinco aumentam a peroxidacao
lipidica em membranas mitocondriais e microssomais, e ainda a fragilidade osmotica
de membranas dos eritrécitos. No entanto, em concentrages normais, 0 zinco
previne a peroxidagdo lipidica, desempenhando papel importante na protecdo das
células contra o estresse oxidativo, pois esse mineral atua na regulacao da atividade
de enzimas antioxidantes (DHAWAN; CHADHA, 2010).

Embora algumas pesquisas ja tenham demonstrado a importante atuagédo do
zinco como um nutriente antioxidante em diversos mecanismos envolvidos na

patogénese de doencas cronicas, como por exemplo, o cancer de mama; dados
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referentes ao estado nutricional relativo a esse mineral em mulheres com neoplasia
da mama sdo escassos. Assim, a determinacdo das concentracdes plasméticas e
eritrocitarias de zinco, bem como a investigacdo de uma possivel relacdo entre
essas variaveis e a atividade da enzima superoxido dismutase e o malondialdeido
contribui para o melhor entendimento acerca do papel desse mineral em
mecanismos envolvidos nos distirbios metabdlicos associados ao cancer de mama.
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Cancer de Mama e Estresse Oxidativo

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo e o
mais comum entre as mulheres. Sua incidéncia vem aumentando ao longo do
tempo, concomitantemente ao aumento da industrializacdo e da urbanizacdo
(INUMARU; SILVEIRA; NAVES, 2011). A neoplasia maligna da mama é responsavel
por cerca de 22% da incidéncia de cancer e por 14% do total de mortes associadas
as neoplasias entre as mulheres (INCA/MS, 2014).

No Brasil, as taxas de mortalidade por cancer de mama continuam elevadas,
provavelmente porque a doenca ainda € diagnosticada em estagios avancados. Na
populacdo mundial, a sobrevida média apd6s cinco anos é de 61% (INCA/MS, 2012).
Esse tipo de cancer é uma neoplasia rara antes dos 35 anos, e a partir dessa idade
a incidéncia tende a crescer progressivamente, sendo mais frequente na faixa etaria
entre 65 e 70 anos (FILGUEIRAS et al., 2007).

Nas Ultimas décadas, diversas pesquisas tém sido conduzidas na
perspectiva de esclarecer as causas do cancer de mama. Nesse sentido, sobre os
fatores associados ao maior risco para a manifestacédo dessa doenca, vale destacar
as situacbes de maior exposicdo estrogénica como a menarca precoce,
nuliparidade, menopausa tardia, uso de contraceptivo oral e ainda terapias de
reposicdo hormonal (INCA/MS, 2012).

Um ponto importante envolvido na patogénese do céancer de mama diz
respeito ao aumento da peroxidacdo lipidica e a diminuicdo da capacidade da
defesa antioxidante, sendo esta mais pronunciada durante o envelhecimento das
pacientes (KASAPOVIC et al., 2008). E oportuno mencionar, que durante o
desenvolvimento do processo da carcinogénese mamaria, a presenca de elevadas
concentracdes de espécies reativas de oxigénio podem iniciar o dano oxidativo ao
DNA e, consequentemente, as fases de iniciagdo e promocdo da carcinogénese
(NICOLSON; SETTINERI, 2011; PRABASHEELA et al., 2011).

Assim, o0 estresse oxidativo contribui de forma relevante para o
desenvolvimento do cancer de mama, sendo que para manter o equilibrio
antioxidante-oxidante, o organismo dispde de enzimas que atuam convertendo as

espécies reativas de oxigénio em metabdlitos menos reativos (PHAM et al., 2009;
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MA et al, 2010). Esses compostos estdo elevados no interior das células
cancerosas e estao associadas a promocao e a progressao da malignidade do tumor
no cancer de mama (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004; TAS et al., 2005).

Vale ressaltar, que drogas utilizadas no tratamento de pacientes com cancer
de mama parecem potencializar a producéo de radicais livres, sendo que o estresse
oxidativo resultante da quimioterapia em particular, pode danificar sistemas
bioldgicos e contribuir para a proliferacdo do tumor (NICOLSON; CONKLIN, 2008).

Estudos recentes revelam existéncia de associacao entre a quimioterapia,
atividade da enzima superoxido dismutase e aumento do estresse oxidativo.
Weydert et al. (2008) e Kasapovi¢ et al. (2010) encontraram atividade reduzida
dessa enzima em pacientes com cancer de mama em resposta a quimioterapia.
Segundo os autores, a enzima superoxido dismutase atua contribuindo para reducao
da formacédo de tumores e da angiogénese, enquanto que a quimioterapia promove
mudanca oxidativa, que potencializa o estresse oxidativo cronico ja existente em
pacientes com cancer.

E oportuno chamar atencio para o fato de que os agentes antiblasticos
utilizados na quimioterapia interferem na sintese de DNA e RNA, de proteinas ou no
funcionamento adequado de moléculas pré-formadas (NEVES, 2011). Esse fato
favorece a liberacdo de substancias toxicas ao organismo, que por sua vez atacam
novas células de tecidos de rapida proliferacéo celular (SANTOS; CRUZ, 2001).

A literatura mostra alteracbes na atividade e expressdo da enzima
superoxido dismutase, bem como na concentracdo do malondialdeido, produto final
da peroxidacgéo lipidica, em células do tumor da mama. Tas et al. (2005) e Rajneesh
et al. (2008) observaram producéo excessiva de espécies reativas de oxigénio no
tecido mamario cancerigeno, sendo essa evidenciada pelo aumento significativo do
malondialdeido e pela atividade da enzima superdxido dismutase elevada quando
comparado ao grupo controle. Segundo os autores, 0 aumento da peroxidagao
lipidica no tecido mamario cancerigeno parece estar associado ao excesso de
radicais livres que, em consequéncia, aumenta a capacidade antioxidante e induz a
atividade da enzima superoxido dismutase.

No estudo de Yeh et al. (2005), os resultados mostram que as
concentracdes de oxigénio, de malondialdeido e de substancias antioxidantes como,
por exemplo, a enzima superéxido dismutase estavam elevadas nas pacientes com

cancer de mama quando comparado ao grupo controle. De forma semelhante,
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Khanzode et al. (2004) verificaram aumento gradativo das concentracbes desses
compostos do estadio | para o estédio IV da doenca quando comparado ao grupo
controle.

No entanto, Sener et al. (2007) e Goswami et al. (2010) avaliaram a
concentragdo sérica de enzimas antioxidantes (superdxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase) e de marcadores da peroxidacdo lipidica em mulheres com
cancer de mama e em mulheres saudaveis, e verificaram concentracdes reduzidas
dessas substancias antioxidantes.

Alguns estudos tém sido realizados na perspectiva de avaliar marcadores do
estresse oxidativo e de identificar mecanismos de acdo antioxidante, e da via
inflamatoria em pacientes com cancer de mama. Nesse sentido, vale ressaltar que
as espeécies reativas de oxigénio atuam estimulando o aumento da expressao de
genes codificantes de enzimas do sistema de defesa antioxidante (VIEIRA, 2008).

O mecanismo de acdo dos antioxidantes envolve desde a remocdo do
oxigénio do meio, varredura das espécies reativas de oxigénio, “sequestro” dos
metais catalizadores da formacao de radicais livres, bem como aumento da geracao
de antioxidantes enddgenos (GOWANI et al., 2010; PRABASHEELA, 2011).

A enzima superoxido dismutase, em particular, atua transformando dois
anions radicais superoxidos em peroxido de hidrogénio. Essa enzima, primeiro
adiciona um elétron (reacdo de reducdo) ao radical superéxido (O2), para formar
peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (Oz). Por sua vez, a catalase e a glutationa
peroxidase entdo, trabalham simultaneamente com a proteina glutationa para reduzir

o peroéxido de hidrogénio e por fim produzir agua (PHAM et al., 2009).

SOD-Zn?* + Oz » SOD-Zn* + O2
SOD-Zn* + Oz + 2H" - SOD-Zn?* + H202

Assim, na perspectiva de contribuir no controle do cancer de mama, alguns
estudos tém demonstrado o papel antioxidante de alguns nutrientes na protecao da
carcinogénese mamaria, dentre eles as vitaminas A, C e E, e 0S minerais como o
zinco e o selénio (LESPERANCE et al., 2002; NISSEN et al., 2003; TERRY et al.,

2002; PAN et al., 2011). O zinco, por exemplo, possui funcdo importante na defesa
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do paciente nas fases de iniciacdo e progressdo do cancer (DHAWAN; CHADHA,
2010).

2.2 Aspectos Metabodlicos e Fisiologicos do Zinco

O zinco é um elemento traco essencial de grande importancia para o
metabolismo humano (MEUNIER et al., 2005), pois atua como componente catalitico
de mais de 300 metaloenzimas e em mais de 2000 fatores de transcricdo, sendo
componente integrante de proteinas e enzimas, e cofator de diversos processos
metabdlicos, incluindo carboidratos, lipidios, proteinas e sintese e degradacédo de
acidos nucleicos (MIAO et al., 2013).

O metabolismo do zinco comecou a ser esclarecido por Raulin em 1869,
gquando demonstrou a sua importancia para Aspergillus niger. Em 1960, O’Dell
mostrou que este mineral era essencial para criancas, e que a sua deficiéncia
poderia causar alteracbes no sistema imune, danos oxidativos, falta de apetite,
problemas neuropsicolégicos e de pele (KAGARA et al., 2007).

O papel do zinco sobre a imunidade e os efeitos da sua deficiéncia na
resposta imune tém sido bastante pesquisado. Esse mineral atua sobre o0s
mediadores da imunidade, como enzimas, peptideos timicos e citocinas, 0 que
justifica a importancia do seu estado nutricional adequado para a regulacdo da
atividade, proliferacao e apoptose das células linfoides (BOBROWSKA-KORCZAK et
al., 2012). Além disso, como cofator, esse elemento traco influencia a secre¢édo da
timulina e, portanto, regula a funcdo imune mediada pelas células tipo linfocito “T”
(HONSCHEID; RINK; HAASE, 2009).

O zinco também desempenha papel na organizacdo polimérica de
macromoléculas como DNA e RNA e é indispensavel para a atividade de enzimas
envolvidas diretamente na sintese desses acidos nucleicos, como a RNA
polimerase. Além disso, participa da divisdo celular, por meio da atividade da
dioxitimidinaquinase e adenosina (5') tetrafosfato (5)-adenosina. Portanto, em
situacao de deficiéncia de zinco ocorrem alteracdes na sintese ou prejuizo da funcao
do RNA mensageiro (LEMOS, 2008).

O zinco possui atuacao enzimatica, seja na estrutura da enzima ou em sua
acao regulatéria ou catalitica no organismo, contribuindo para a permeabilidade e

estabilidade de membranas estruturais e, consequentemente, para a protecao
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celular, pois possui papel antioxidante importante na prevencédo da peroxidacao
lipidica (ARIAS; SANTOS, 2008).

As propriedades antioxidantes do zinco sdo fundamentadas pelo seu papel
na regulacdo da sintese da metalotioneina, na estrutura da enzima superéxido
dismutase e na protecdo de agrupamentos sulfidrila de proteinas de membranas
celulares, onde promove a inibicdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
por antagonismo com metais pro-oxidantes como o ferro e cobre (AZZIZ, 2011), o
que reforca a acdo desse oligoelemento como estabilizador da membrana
plasmatica e de outras membranas e organelas encapsuladas (ROODBEEN; HEST,
2009).

Com relacéo a absorcao do zinco, a sua captacao na superficie da borda em
escova ocorre por meio de mecanismos de transporte mediados por transportadores
e por difusdo simples, que varia em importancia, conforme a concentracdo desse
mineral presente na dieta. O mecanismo mediado por carreadores predomina em
situacdo de baixa concentracdo de zinco na dieta, enquanto que a absorcdo por
difusdo simples é predominante quando a concentracdo desse mineral € elevada
(ANDRADE; MARREIRO, 2011).

Dentro das células intestinais, o zinco liga-se a metalotioneina, proteina
responsavel pela regulacdo homeostatica de sua absorcdo (KRIZKOVA et al., 2012).
Essa proteina de baixo peso molecular contém de 61 a 68 aminoacidos, dos quais
20 sao cisteinas. A metalotioneina contém dominios de grupamentos de zinco com
diferentes afinidades de ligacao, dos quais 7 atomos de zinco presentes na proteina
estdo ligados as moléculas de cisteinas, e é importante regulador da concentracao
livre desse mineral. Tiolatos de cisteina ligam-se ao zinco e formam o0s grupos
Zn3S9 e Zn4S11, sendo essa interacdo regulatéria da acao redox e liberacdo de
zinco mediante reacdo com Oxido nitrico, peréxido de hidrogénio e outras espécies
oxidantes (OTEIZA, 2012).

Na presenga do estresse oxidativo o zinco liberado da metalotioneina
funciona como modulador da homeostase redox celular, sinalizador celular e assim,
regula diversos eventos celulares, incluindo a defesa antioxidante, proliferacdo e
diferenciacdo celular (ADAM et al., 2010). A expressao de genes codificantes da
metalotioneina € estimulada por horménios, como o0s glicocorticéides, e pela

ingestao alimentar elevada de zinco (FEITOSA et al.,2013).
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Outra proteina presente na mucosa intestinal € a proteina intestinal rica em
cisteina. Essa proteina liga-se ao zinco dentro do enterdcito e tem funcédo de
carreador intracelular, aumentando a velocidade de absorcdo. Em situacdes de
concentracdo elevada de zinco no organismo, esse mineral permanece ligado a
metalotioneina, sendo, em seguida, excretado nas fezes, juntamente com as células
intestinais descamadas. Por outro lado, em situacdo de deficiéncia, o zinco é
transferido a proteina intestinal rica em cisteina e é, entdo, transportado para a
corrente sanguinea (MARQUES; MARREIRO, 2006).

As metalotioneinas participam de fun¢des como: transporte, armazenamento
e metabolismo de metais essenciais; transporte e detoxificacdo de metais toxicos;
protecdo contra radicais livres; acdo como metalochaperonas por transportar ions
metalicos para outras proteinas; controle da concentracédo de elementos tracos livres
como 0 zinco e cobre e protecao contra danos cerebrais (ARIAS; SANTOS, 2008).

A propriedade antioxidante da metalotioneina € evidenciada em condi¢des
como a exposicao a radiacfes, drogas e metais pesados, inibindo a propagacao de
radicais livres por meio de ligacles seletivas de ions de metais pro-oxidantes como
o ferro e o cobre, e dos potencialmente téxicos como o mercurio e o cadmio (ARIAS;
SANTOS, 2008). Na presenca do estresse oxidativo, a metalotioneina libera o zinco
ligado a sua molécula e inibe a producdo excessiva de radicais livres (BATISTA,
2009).

Apos absorcdo, o zinco € liberado pela célula intestinal, passa para o0s
capilares mesentéricos e € transportado no sangue portal, sendo captado pelo
figado e subsequentemente distribuido para os demais tecidos (DEVIRGILIIS et al.,
2007). A excrecao desse mineral ocorre por meio dos rins, pele e intestino (SEKLER
et al., 2007).

No sangue, cerca de 80% do zinco € encontrado nos eritrocitos, 16% no
plasma ligado principalmente a albumina (70%) e a2-macroglobulina. A circulacao
representa a menor parte do total de zinco do organismo, e o turnover plasmatico &
0 mais elevado. A concentragdo plasmatica normal € de aproximadamente
100mg/dL e apesar de representar apenas cerca de 0,1% do conteudo corporal, € a
fonte primaria deste mineral para todas as ceélulas, tendo uma dinamica rapida e
estando sob controle homeostatico (ALMEIDA, 2013).

A complexidade da homeostase do zinco necessita da sua

compartimentalizacdo em organelas intracelulares, que € regulada por meio da
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integracdo de mecanismos de transporte do mineral. Vinte e quatro proteinas que
transportam o zinco foram identificadas, bem como o papel desses transportadores
sobre a eficiéncia da sua absor¢cédo (KELLEHER et al., 2011).

Esses transportadores séo classificados em duas familias: transportador de
zinco (ZnT: familia de proteinas facilitadoras da difusdo céation dos vertebrados,
familia Slc30a) e Zip (proteina Zrt/Irt-like, familia Slc39a). Membros da familia ZnT
sao responsaveis pelo efluxo de zinco do citoplasma para o meio extracelular ou
compartimentos intracelulares, enquanto as Zips movem esse mineral na direcao
oposta. A acdo coordenada dos dois tipos de transportadores de zinco € essencial
para a manutencdo da homeostase no citoplasma (figura 1), que desempenha papel

importante na regulacéo das vias de sinalizacdo (MIAO et al., 2013).

ZIP1-6 71pg

ZIP10
ZIP14

& v B
Mitocondria !
Golgi
Zn <4 /n - /018
/nT4 ZnT6 @8> Zn 71P13 G It *
Endosomos /nT7 g Zn o> 7n @ - /15
n 4> S -
) . Znl Zn Grénulos de insulina
L &
Lissosomos Zn .
Zn Zn : Zn
ZnT3 @ e ““*" i‘ . Zn
MTFI 24P
™ < ER  7n MTs
~
Vesiculas sinapticas N MTs e -7
Ié S -

Nucleo

Figura 01 - Localizagdo subcelular dos transportadores de zinco e das metalotioneinas. Localizagdo e fun¢des potenciais dos
transportadores de zinco para familias Slc39/Zip (azul) e Slc30/ ZnT (vermelho), metalotioneina, e elemento de resposta metal
(MRE) — fator de transcricdo 1 (MTF1) com a célula. As setas mostram a dire¢do prevista da mobilizagdo de zinco. ER =
reticulo endoplasmatico.

Fonte: adaptada de MIAO et al. 2013

Em seres humanos ja foram identificados dez genes que codificam os ZnT
(ZnT1 a ZnT10), no entanto, foram caracterizados apenas ZnT-1, ZnT-2, ZnT-3, ZnT-
4, ZnT-5, ZnT-6 e ZnT-7. As ZnT-1 localizam-se na membrana basolateral dos
enterdcitos e das células tubulares renais e sao reguladas pela quantidade de zinco
ingerido. As ZnT-2 estdo envolvidas na captacdo do zinco no intestino, rins e nos

testiculos. Enquanto que as ZnT-3 estdo presentes nas vesiculas neuronais e
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testiculos, a ZnT-4 possui localizagdo neuronal e nas glandulas mamarias (AZZIZ,
2011), e ZnT-5, ZnT-6 e ZnT-7 estao localizados nos compartimentos subcelulares
e transportam o zinco para o limen da via secretora (KAMBE, 2011).

Sobre os transportadores da familia Slc39a, ja foi estabelecido que o Zip-1 é
expresso na maioria dos tecidos humanos, sendo predominante no intestino delgado
e no pancreas, enquanto o Zip-3 apresenta elevada expressao na medula 6ssea e
no baco e reduzida no intestino delgado e no figado (LIUZZI et al., 2004). O Zip-4
esta localizado nas células intestinais e nos rins, sendo que qualquer alteracdo na
sintese deste transportador pode comprometer a absor¢cdo do mineral proveniente
da dieta, favorecendo a sua deficiéncia. Os genes dos Zip-5, Zip-6 e Zip-7
apresentam elevada expressdo nhas ceélulas pancreéaticas (COUSINS; LIUZZI,
LICHTEN, 2006; DEVIRGILIIS et al., 2007).

O Zip-14 estd localizado principalmente na membrana plasmatica dos
hepatécitos e a sua expressdo pode ser induzida por citocinas inflamatérias. No
estudo de Aydemir et al. (2012), foi demonstrada a necessidade do Zipl4 para a
captacdo hepatica de zinco durante a regeneracdo hepatica e a proliferacdo de
hepatécitos. Esses achados indicam que o transportador de zinco atua regulando o
crescimento de células hepaticas, pois promovem a captacdo do mineral nessas
células. Segundo os autores, a estimulagdo da atividade do Zipl4 pode ser uma
estratégia terapéutica para promover a regeneracdo hepatica em pacientes com
doenca hepatica crénica.

A avaliagdo do estado nutricional relativo ao zinco tem sido realizada por
meio da concentracdo do zinco eritrocitario e plasmético. Estudos tém demonstrado
gue a fragilidade osmdtica dos eritrocitos esta relacionada a funcdo do mineral na
membrana celular. O zinco encontrado nessas células nao reflete mudancas
recentes nos niveis desse elemento no organismo, e € um parametro utilizado na
avaliacdo do estado nutricional relativo ao zinco a longo prazo, sendo seu contetudo
nestas células expresso em microgramas por grama de hemoglobina (GIBSON,
2008).

No entanto, apesar de sua sensibilidade baixa, o zinco plasmatico €
atualmente um biomarcador bastante utilizado. Na deficiéncia desse oligoelemento,
0 organismo tenta conservar 0s seus valores normais e apenas na deficiéncia grave,
ocorre reducdo das concentragbfes de zinco nesse componente sanguineo
(HAMBIDGE, 2003).
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2.3 Zinco e Cancer de Mama

A importancia do zinco para a saude humana € evidenciada pelo namero
crescente de doencas cronicas cuja patogénese esta associada diretamente as
concentragcbes inadequadas desse mineral, como por exemplo, a obesidade,
doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e o cancer (TAYLOR, 2012).

Existem evidéncias de que um percentual significativo de mortes por cancer
poderia ser evitado por meio de uma maior atencdo a alimentacdo adequada.
Resultados de varios estudos demonstram a contribuicdo de compostos dietéticos
na prevencao do cancer, o zinco em particular, € importante na defesa do organismo
contra o inicio e a progressao dessa doenca (DHAWAN; CHADHA, 2010).

Destaca-se a participacdo do zinco no reparo do DNA e na defesa
antioxidante, onde atua estimulando a sintese da metalotioneina, enzima com acao
relevante no controle da producdo excessiva de radicais livres (GRANT, 2008). Na
condicdo do estresse oxidativo, as metalotioneinas protegem o DNA de danos
causados por espécies reativas de oxigénio, sendo que a liberacdo do zinco ligado a
essa enzima resulta em maior disponibilidade de agrupamentos sulfidrilas para atuar
na protecéo antioxidante (BATISTA, 2008).

Vale mencionar que a concentracado intracelular de zinco é importante para o
desenvolvimento da célula, tanto na sua proliferacdo e diferenciacdo, quanto na
morte por necrose, pois diversas proteinas envolvidas na sinalizacdo e reparo do
dano ao DNA, enzimas replicadoras como DNA e RNA polimerase e fatores de
transcricdo, como a proteina p53 necessitam desse mineral para suas funcdes
adequadas (DHAWAN; CHADHA, 2010; BOBROWSKA-KORCZAK et al., 2012).

A deficiéncia de zinco contribui para danos no DNA e modificacbes
oxidativas que favorecem o risco do cancer de mama (GRANT, 2008;
BOBROWSKA-KORCZAK et al., 2012). Memon et al. (2007) avaliaram a
concentracéo de zinco no sangue e no cabelo de 65 mulheres com cancer de mama
e de 50 mulheres saudaveis da mesma faixa etaria. Nesse estudo, os autores
encontraram concentracdo reduzida de zinco no sangue total das mulheres com
cancer de mama quando comparado ao grupo controle, sugerindo a existéncia de
relacdo entre os niveis de zinco e o cancer.

Nessa perspectiva, alguns estudos foram conduzidos com o objetivo de

avaliar o efeito da suplementagdo com zinco em pacientes com cancer de mama e
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os resultados mostram redugé&o do estresse oxidativo e melhora da resposta imune
nessas pacientes. Adzersen et al. (2003), Ho (2004) e Pan et al. (2011) avaliaram o
efeito da suplementacdo com esse mineral em mulheres com cancer de mama e
observaram reducdes significativas do risco para esse tipo de cancer em mulheres
premenopausadas. Segundo os autores, a suplementacdo com zinco contribui para
reducéo do estresse oxidativo e de danos ao DNA e, ainda, para o atraso da
apoptose.

Por outro lado, dados de varias investigacfes revelam que alteracdes na
homeostase do zinco estao envolvidas na patogénese do cancer de mama (GRANT,
2008; KELLEHER; SEO; LOPEZ, 2009; BOBROWSKA-KORCZAK et al., 2012). De
acordo com o estudo de Kelleher et al. (2011), o aumento das concentracdes de
zinco no tecido mamario esta associado ao inicio do processo da carcinogénese.

Segundo os dados obtidos de alguns estudos, o0 aumento das concentracdes
de zinco na célula mamaria ocorre devido a expressdo acentuada de
transportadores que fazem o influxo desse mineral, como a metalotioneina, Zip5,
Zip6, Zip7, Zip8 e Zipl0, e a expressao reduzida de transportadores de efluxo (ZnT
1-10). O acumulo de zinco no tumor mamario estimula mecanismos acumulatorios e
inibe transportadores transmembrana desse mineral para as demais células, que
predispbe as transformagfes malignas (KELLEHER et al., 2011).

Assim, alteracfes na homeostase do zinco favorecem a producéo excessiva
de espécies reativas de oxigénio e o processo de apoptose celular (FAVAROLO, et
al., 2012), o que contribui para o desenvolvimento do cancer de mama. Sabe-se que
0 metabolismo alterado desse mineral e a expressdo de genes codificantes da
metalotioneina sdo de grande interesse em estudos da oncogénese e progndstico
do cancer. O papel da metalotioneina e do zinco no desenvolvimento do tumor estéao
ligados, e a estrutura e funcdo dessa proteina sdo fortemente dependentes do
estado redox do zinco e da sua ligacao as proteinas (KRIZKOVA et al., 2012).

Além disso, a metalotioneina aumenta o potencial proliferativo das células
neoplasicas, por meio de interacdo especifica com a subunidade p50 do fator de
transcricdo nuclear NF-kB, contribuindo para a inibicdo do processo apoptoético
(GOMULKIEWICZ et al., 2010).

Sobre a participagdo da metalotioneina, a expressdo dessa proteina pode

ser considerada um biomarcador progndéstico potencial para o cancer de mama e
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sua superexpressao ocorre na fase inicial da doenca (PEDERSEN et al., 2009; YAP
et al., 2009; ADAM et al., 2010; GOMULKIEWICZ et al., 2010; LAl et al., 2011).

Varios mecanismos envolvidos na participacdo dessa proteina sobre a
proliferacdo de células e progressdo de tumores tém sido propostos. A
metalotioneina é uma fonte direta de fornecimento de zinco para as enzimas
envolvidas em processos de replicagdo, transcricdo e biossintese de proteinas,
favorecendo intensa proliferacdo de células neoplasicas. Este processo foi
evidenciado tanto pela elevada concentracdo da metalotioneina na regido de
hiperplasia, quanto pela translocacdo desta proteina do citoplasma para o nucleo da
célula na fase de sintese de DNA em células proliferativas (GOMULKIEWICZ et al.,
2010).

Quatro classes de metalotioneina foram caracterizadas em mamiferos. Os
genes MT-1 e 2 sdo expressos em Varios tecidos, sendo sua concentracao elevada
predominante no figado e no rim. A expressdo de MT-3 € restrita ao cérebro e
orgaos reprodutores masculinos, enquanto que a da MT-4 é especifica do epitélio
escamoso estratificado (THIRUMOORTHY et al., 2011).

Dentre essas isoformas, o RNAm da série MT-1 nomeado como A, E, F, G,
H, X e a isoforma MT-3 foram detectados em tecidos de cancer da mama. Também
foi demonstrado que a superexpressao da isoforma MT-3 esta associada a um mau
progndéstico em pacientes com cancer de mama. O RNAm da MT-2A é a isoforma
mais expressa em tecidos mamarios. A expressao da isoforma MT-1F contribui para
a diferenciacéo histologica do cancer de mama invasivo, e uma vez que o estrogénio
atua na tumorigénese mamaria, essa isoforma tem sido exigida para participar em
processos alternativos que substituem a funcao do estrogénio (THIRUMOORTHY et
al., 2011).

No estudo de Lee et al. (2003), foram encontrados niveis elevados de
metalotioneina em tumores de cancer de mama. A superexpressao dessa proteina
em tecidos mamarios esta relacionada com tumores mais agressivos, de grau
superior, e ainda com o pior prognéstico do cancer, evidenciando a importancia da
metalotioneina na proliferacédo das células cancerigenas mamarias.

Yap et al. (2009) determinaram a expresséo da metalotioneina em mulheres
com carcinoma ductal invasivo de mama e verificaram superexpressdo dessa
proteina em 87,9% dos tecidos com cancer de mama com porcentagem média de

30% de células positivas. A superexpressdo da metalotioneina foi relacionada ao
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pior grau histolégico e a reduzida sobrevida, sugerindo que essa proteina possa
predizer a recorréncia da doenga e ser um potencial marcador de quimiorresisténcia
e alvo molecular terapéutico.

Na perspectiva de avaliar a importancia clinica da metalotioneina em
carcinoma ductal invasivo de mama, Zhang et al. (2000), avaliaram 96 casos de
mulheres com cancer de mama e encontraram expressao positiva para a proteina
em 52,1% dos casos. Segundo 0s autores, a expressao acentuada da proteina pode
ser um indicador da presenca de células de carcinoma mais agressivo.

Numa pesquisa conduzida por Kagara et al. (2007) foi demonstrada
participagdo do zinco e de seu transportador Zip1l0 no comportamento invasivo das
células com cancer de mama. Além disso, também foi verificado que o transportador
Zip10 esta associado a metastase do cancer de mama para o linfonodo.

No estudo de Gumulec et al. (2011) foram encontradas alteragcbes nas
concentracdes de zinco intracelular e plasméatico, bem como um desequilibrio entre
os transportadores de zinco Zip (Zip6, Zip7 e Zipl0), ZnT e a metalotioneina. Nesse
estudo, foi verificada concentracdo sérica de metalotioneina elevada em tumores
malignos, que quando associada ao zinco, altera a proliferagdo celular e favorece a
apoptose celular, potencializando a evolugéo de doenca.

Outro ponto importante a ser destacado, diz respeito a participacdo das
metaloproteinases (especialmente MMP-2 e MMP-9) em mecanismos envolvidos na
patogénese do cancer de mama. Essas proteinas contribuem para a invasao tumoral
e metastase das células, por serem capazes de degradar o colageno do tipo IV
encontrado em membranas basais e de induzir a angiogénese (VIZOSO et al.,
2009).

Diversas pesquisas tém demonstrado o potencial das metaloproteinases
(MMPs) como novos biomarcadores tumorais e indicadores de metéstase para o
cancer de mama com utilidade diagnostica e prognostica (NAKAHATA et al., 2009;
BAHAR et al., 2010; MANNELLO, 2011). As MMPs (2 e 9) pertencem a uma familia
de gelatinases, endopeptidases dependentes de zinco, envolvidas em varios
processos fisiologicos como a remodelacéo de tecidos, diferenciacdo e proliferacao
celular e apoptose, e ainda em diversas condi¢cfes patologicas como a degeneracao,
inflamacé&o crénica e o cancer (MANNELLO, 2011).

A MMP-2 é um marcador preditivo de tumores, incluindo o crescimento,

progressao e metastase, e ainda alteracdes no processo da angiogénese associada
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a esses estagios. Essa proteina esta associada a um prognostico desfavoravel em
pacientes com ndédulo positivo de cancer de mama. Nos estudos de Bahar et al.
(2010), a expressao da MMP-2 foi encontrada em 78% dos tumores primarios de
carcinoma de mama, indicando a existéncia de associacdo entre essa
metaloproteinase e o cancer.

Com relacdo a MMP-9, o aumento da expressao dessa metaloproteinase
também relaciona-se a agressividade tumoral e ao pior prognostico do cancer, tendo
sua ativacdo durante a fase tardia da doenca, enquanto a MMP-2 possui sua
produgéo elevada durante as fases iniciais do cancer de mama, o que justifica o
impacto dessa proteina sobre o progndstico clinico detectado em tumores de mama
invasivos (VIZOSO et al., 2010).

E oportuno detalhar alguns aspectos relacionados a apoptose, processo
biolégico importante na homeostase celular que é influenciado pelo zinco. A
apoptose € um mecanismo biologico regulado e necesséario para remover células
supérfluas, mutantes ou moderadamente prejudicadas, além de ser o maior
mecanismo de morte celular frente a agentes téxicos (DHAWAN; CHADHA, 2010).

A desregulacdo no mecanismo apoptético é importante na patogénese de
doencas crbnicas, como por exemplo, o cancer de mama. Na deficiéncia de zinco,
as ceélulas tornam-se mais sensiveis a elementos téxicos, aumentando as taxas de
apoptose, principalmente em tecidos de maior taxa mitética. Assim, a atrofia de
tecidos na deficiéncia desse mineral, parece ocorrer ndo pela reducdo da taxa de
mitoses, mas pelo aumento da taxa de apoptose celular (TRUOG-TRAN et al.,
2000). O mecanismo de apoptose depende da ativacdo de caspases que atuam
destruindo substratos, favorecendo alteracées bioguimicas e morfologicas tipicas da
morte celular. Existem duas vias moleculares que levam a ativacdo de caspases de
apoptose: as vias extrinseca e intrinseca. A via apoptotica extrinseca indica uma
forma de morte induzida por sinais extracelulares que induzem a ligacéo de ligantes
especificos em receptores transmembrana, conhecidos como receptores de morte,
sendo a principal iniciadora a caspase 8 (FAVALORO et al., 2012). Enquanto que a
via intrinseca é ativada pelo estresse intracelular ou extracelular, como a privacéo de
fatores de crescimento, danos ao DNA e hipoxia. Em resposta a estes fatores, a
mitocondria sofre modificagbes no potencial de membrana interna, na

permeabilidade da membrana e aumento na densidade da matriz celular.
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Vale destacar que alterac6es mitocondriais contribuem de forma relevante
para morte celular, podendo facilitar a translocacdo de proteinas mitocondriais,
bloqueio na sintese de ATP e aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio, o que leva a oxidacédo de lipidios, proteinas e &cidos nucléicos, além de
contribuir para a ativagcédo de caspases-9 e 3 (MARIA, 2009; FERREIRA et al., 2010;
FAVALORO et al., 2012).

Sobre este aspecto, 0s genes supressores de tumor codificam proteinas que
atuam como reguladoras negativas da proliferacdo celular por meio do retardo na
progressdo do ciclo celular e do bloqueio da diferenciacdo, ou induzindo a morte
celular programada (OLIVEIRA, 2009). Por outro lado, as alteragées que inativam
esses genes fazem com que a célula ndo seja inibida nos pontos de checagem do
ciclo celular, levando a proliferacdo desordenada, caracteristica da célula cancerosa
(OLDENBURG et al., 2007).

Portanto, a importancia do zinco na reducdo de espécies reativas de
oxigénio sugere sua participacdo em mecanismos da apoptose, atuando na
modulacdo do estado redox intracelular (FAVALORO et al., 2012). A acdo desse
mineral em células cancerosas ocorre por meio de uma mudanca estrutural da
proteina p53, produto de um gene supressor, que permite a restauracdo da sua
atividade bioldgica. A proteina p53 atua regulando negativamente a proliferacéo
celular ou positivamente a morte celular programada, codificando proteinas que
atuam na manutencao da integridade do genoma e protegendo as células de um
crescimento desordenado (AMENDOLA,; VIEIRA, 2005).
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral
Avaliar parametros bioquimicos relativos ao zinco e atividade da enzima

superoxido dismutase e relaciond-los com marcador do estresse oxidativo em

pacientes com cancer de mama.

4.2 Objetivos Especificos

Verificar a adequacéo da dieta em relagdo ao mineral zinco;

e Determinar a concentracdo de zinco plasmatico e eritrocitario em pacientes
com cancer de mama e comparar com o0 grupo controle;

e Determinar a atividade da enzima superéxido dismutase eritrocitaria e a
concentracdo do malondialdeido plasmatico;

e Investigar a existéncia de relacdo entre as concentracfes de zinco, da enzima

superéxido dismutase eritrocitaria e do malondialdeido em mulheres com

cancer de mama.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Caracterizacdo do Estudo e Protocolo Experimental

Estudo de natureza transversal, envolvendo 66 mulheres pré-menopausicas,
na faixa etaria de 25 a 50 anos, distribuidas em 2 grupos: experimental (com cancer
de mama, n= 34) e controle (sem cancer de mama, n= 32). As mulheres com cancer
de mama foram recrutadas do Setor de Mastologia da Clinica Ginecologica do
Hospital Getulio Vargas (HGV)-Teresina/PI.

As mulheres elencadas para compor a amostra do estudo foram submetidas
a uma entrevista no Setor de Mastologia da Clinica Ginecoldgica do Hospital Getulio
Vargas (HGV)-Teresina/Pl. Foram excluidas as pacientes com niveis séricos de
hormonio foliculo estimulante (FSH) > 30 ug/ mL e aquelas com cancer de mama
que tinham historico de tratamento prévio para a doenga. As pacientes em uso de
medicamentos e suplementos vitaminicos/ minerais, que apresentavam doencas
agudas ou cronicas que pudessem interferir no metabolismo do zinco, também
foram excluidas.

O grupo controle foi constituido por mulheres voluntarias, pré-menopausicas,
sem diagndstico do cancer de mama, com caracteristicas semelhantes ao grupo
experimental quanto a faixa etaria, género e nivel sdcio-econdmico. As voluntarias
foram recrutadas do Setor de Mastologia da Clinica Ginecoldgica do Hospital Getulio
Vargas (HGV)-Teresina/Pl, onde séo atendidas para realizacdo de exames de rotina.

A definicdo da amostra representativa das mulheres com céncer de mama
gue participaram do estudo foi baseada nos critérios de selecdo e no numero médio
de pacientes atendidas anualmente no Setor de Mastologia da Clinica Ginecoldgica
do Hospital Getulio Vargas (HGV)-Teresina/Pl. O total de pacientes com cancer de
mama atendidas por ano nesse servico € de 70 casos. O numero de mulheres foi
definido considerando as perdas da amostra pelos critérios de inclusao, aplicando-se
uma margem de erro de 5%, indice de confianca de 95% e prevaléncia de 7,5% da
patologia em estudo.

O projeto foi encaminhado a Plataforma Brasil e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui, CAAE (Certificado de
Apresentacdo para Apreciacdo Etica) n° 15861213.2.0000.5214. Todas as

participantes assinaram um termo de consentimento livre (Apéndices B), apoés
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esclarecimento a respeito da natureza da investigacdo, obedecendo as normas do
Conselho Nacional de Pesquisa contidas na Resolucdo 466/12 (BRASIL, 2012).
ApoOs assinatura do termo, foram entregues formulario para o registro alimentar
(Apéndice C), bem como foram agendadas datas para obtencdo de medidas
antropomeétricas (peso, estatura e circunferéncia da cintura), coleta de sangue e
entrega do registro alimentar. Associado a isso, foi verificado o resultado da bidpsia
nas mulheres com cancer de mama para identificar o estadiamento da doenca.

Para a selecdo das participantes do estudo foram seguidas as seguintes
etapas:
Selecdo das participantes apés aplicacdo dos critérios de inclusao;
Procedimentos éticos, consentimento esclarecido;
Entrega de formulario para o registro alimentar;
Agendamento da coleta de sangue;
Obtencdo de amostras de sangue e recebimento do registro alimentar;
Avaliacdo antropomeétrica;

Avaliacdo do consumo alimentar;

N N N N N R

Determinacédo dos parametros bioquimicos.

4.2 Avaliacdo Antropométrica

Para avaliacdo antropométrica, aferiu-se peso, estatura e circunferéncia da
cintura das participantes, conforme metodologia descrita pelo Ministério da Saude
(BRASIL, 2004).

4.2.1 Peso (kg) e Estatura (cm)

Anteriormente a coleta de sangue, o peso corporal das pacientes foi aferido
utilizando uma balanca digital Filizola® (Sdo Paulo, Brasil), com capacidade maxima
de 150 Kg com graduacbes em 100 gramas, estando as participantes da pesquisa
descalcas e vestidas com roupas leves. A estatura foi mensurada com antropémetro
de pé, graduado em 0,1 centimetros e com barra de madeira vertical e fixa para
posicionamento sobre a cabeca da paciente, estando em posi¢cao ereta, descalgas,
pés unidos, com os bracos estendidos ao longo do corpo, calcanhares encostados

no antropdmetro, cabeca erguida e olhando para um ponto fixo na altura dos olhos.
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O peso corporal e a estatura foram medidos trés vezes para cada participante,
sendo entdo obtida a média dessas medidas (BRASIL, 2004).

4.2.2 indice de Massa Corporea (IMC)

O indice de massa corporea foi calculado a partir do peso da participante
dividido por sua estatura elevada ao quadrado (WHO, 2000).

IMC (kg/m2) = Peso atual (kqg)

Estatura (m)?

A classificacdo do estado nutricional, a partir da distribuicdo do indice de
massa corporea, foi realizada segundo a recomendacdo da World Health

Organization (WHO, 2000), apresentada no quadro 1.

Quadro 1 - Classificacdo do estado nutricional, segundo o indice de massa

corpOrea, em adultos.

Classificacao IMC (kg/m?)
Magreza classe Il <16
Magreza classe I 16 - 16,9
Magreza classe | 17-18,4

Eutrdéfico 18,5-24,9
Pré-obesidade 25,0-29,9
Obesidade classe | 30,0-34,9
Obesidade classe |l 35,0-39,9
Obesidade classe |l =40

Fonte: World Health Organization (2000).

4.2.3 Circunferéncia da Cintura

A medida da circunferéncia da cintura foi realizada utilizando uma fita
métrica marca Seca® (Sao Paulo, Brasil), flexivel e inelastica, com precisao de 0,1

centimetros, circundando a linha natural da cintura, na regido mais estreita entre o
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térax e o quadril, no ponto médio entre a Ultima costela e a crista iliaca. As
participantes estavam em posicdo ereta, com abdémen relaxado, bracos estendidos
ao longo do corpo e pés afastados um do outro. O quadro 2 apresenta os valores de
referéncia da circunferéncia da cintura associados ao desenvolvimento de

complicacBes relacionadas a obesidade.

Quadro 2 - Valores de referéncia para avaliacdo do risco cardiovascular utilizando a

medida da circunferéncia da cintura.

Risco de Complicacfes Metabdlicas Associadas a
Sexo Obesidade
Elevado Muito Elevado
Homem =94 cm =102 cm
Mulher =80 cm =88 cm

Fonte: World Health Organization (2008).

4.3 Avaliagdo do Consumo Alimentar

A avaliacdo do consumo alimentar foi realizada por meio de um inquérito
alimentar de acordo com a técnica do registro alimentar durante trés dias,
compreendendo dois dias da semana e um dia do final de semana (APENDICE C).
No momento da entrega dos formularios as participantes do estudo, foram dadas
orientacdes quanto a forma correta de anotar os alimentos, discriminando o tipo de
refeicdo, preparacdes, porcionamento, medidas caseiras, quantidades e horarios em
que seriam consumidas. Esta metodologia foi escolhida devido a possibilidade de
abranger, em curto prazo, a variabilidade de alimentos consumidos por um grupo de
individuos (BASIOTIS et al., 1987).

As guantidades de energia, macronutrientes e zinco foram calculadas pelo
programa Nutwin, versdao 1.5 do Departamento de Informéatica em Saude da
Universidade Federal de S&o Paulo (ANCAO et al., 2002). As informacdes
nutricionais dos alimentos ndo encontrados no programa foram inseridas a partir
dos dados da Tabela Brasileira de Composi¢céo de Alimentos (TACO, 2011) e da
Tabela de Composicdo de Alimentos do Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica (IBGE, 2011), de forma que todos os alimentos apresentassem
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informacgé&o nutricional. Para verificar a adequacao da ingestédo alimentar do zinco, foi
utilizado como referéncia a Estimated Average Requeriment (EAR), contida nas
Dietary Reference Intakes (DRI's) (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).

4.4 Coleta do Material Biologico

Amostras de 15 mL de sangue foram retiradas no periodo da manha, 7:30 as
9:00 horas, estando as pacientes no minimo 12 horas de jejum. O sangue foi
coletado com seringas plasticas descartaveis e agulhas de aco inoxidavel, estéreis e
descartaveis, sendo a seguir colocado em tubos distintos: (1) tubo de vidro contendo
citrato de sodio a 30% como anticoagulante (10 mg/mL de sangue) para analise de
zinco; (2) tubo de vidro com EDTA para determinacdo da atividade da enzima
superéxido dismutase e malondialdeido e (3) tubo de vidro sem anticoagulante para

verificar a concentracao de FSH.

4.5 Parametros Bioquimicos de Determinacgéo de Zinco

4.5.1 Controle de Contaminacao e Preparo de Reagentes

A fim de garantir o controle de contaminac&o por minerais, toda a vidraria e o
material de polipropileno utilizados para as analises foram desmineralizados antes
do uso, por meio de banho em solugcédo de acido nitrico a 30%, durante um periodo
de 12 horas. Posteriormente foram enxaguados em agua deionizada, no minimo 10
vezes, secos em estufa e mantidos em depositos fechados, até o momento da
utilizacéo (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

Os reagentes foram preparados e diluidos em agua livre de ions processada
pelo Milli-Q® Water System (Millipore, Massachusetts, EUA). Todos os reagentes

utilizados tinham grau de pureza analitica.

4.5.2 Separacao dos Componentes do Sangue

Para determinacdo do zinco, o plasma foi separado do sangue total por
centrifugacédo a 3000 x g durante 15 minutos a 4°C (centrifuga SIGMA 2K15). Foi
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extraido com pipeta automatica, acondicionado em tubos “eppendorfs” de
polipropileno previamente desmineralizados, sendo a seguir conservados a -20° C
para analises posteriores.

Para a separacdo do eritrocito e subsequente determinacdo de zinco foi
utilizado o método de Whitehouse et al. (1982). A massa eritrocitaria obtida do
sangue total foi lavada trés vezes com 5mL de solugdo salina a 0,9%,
homogeneizada lentamente por inversao e centrifugada a 10000 x g por 10 minutos
(SORVALLO RC-SB) a 4° C, sendo o sobrenadante descartado. Apds a Ultima
centrifugacéo, a solucdo salina foi aspirada e a massa de eritrocitos extraida com
micropipeta, colocada em tubos “eppendorfs” desmineralizados, e acondicionada a -

20° C, para andlises do zinco.

4.5.3 Determinagédo do Zinco Plasmético

A determinacdo da concentracdo do zinco no plasma foi realizada por
espectrofotometria de absor¢cédo atdmica, segundo método proposto por Rodriguez et
al. (1989). Duas aliquotas de cada amostra de plasma foram separadas, diluindo-se
em agua Milli-Q® na proporcdo de 1:5 e aspirada diretamente na chama do
aparelho. Como padréo, foi utilizado o Tritizol® (MERCK), preparado por diluicdo em
agua Milli-Q® com glicerol a 3%, nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0.3; 0,5 e 1,0
pMg/mL. Os resultados calculados a partir das absorbancias obtidas foram expressos
em pg/dL, representando a média das concentracdes das amostras preparadas em

duplicatas.

4.5.4 Determinacédo do Zinco Eritrocitario

A determinacdo da concentracdo de zinco no eritrécito foi realizada por
espectrofotometria de absor¢cdo atébmica (WHITEHOUSE, 1982) seguindo a
padronizacdo de metodologia feita por Cordeiro (1994), na qual se constata um nivel
de precisdo desejavel nas analises e néo interferéncia de matriz neste tipo de
material biologico. Uma aliquota de 400uL de massa de eritrocito foi diluida em
1200uL agua Milli-Q®. Esta diluicéo foi feita em duas etapas chamadas lisado 1 e 2,

correspondentes respectivamente, a uma primeira diluicdo da aliquota de 400uL na
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proporcao de 1:4; e a uma segunda diluicdo na qual foram pipetados em triplicata
200uL do lisado 1 e diluidos novamente na proporcéo de 1:4.

Ap6s homogeneizacdo, as amostras do lisado 2 foram aspiradas
diretamente no espectrofotdmetro de absorcdo atdbmica. Como padrao foi utilizado o
Tritizol® (MERCK), preparado por diluigdo em agua Milli Q®, nas concentracdes de
0,1; 0,2; 0,3; 0,5 e 1,0 ug/mL. Para expressar os resultados de zinco/massa de
hemoglobina foi determinada paralelamente a concentracdo de hemoglobina no
lisado 1, e feitos os ajustes das diluicdes no calculo final das analises. Uma aliquota
de 20 mL deste lisado foi diluida em 5mL de solucdo de Drabkin para determinacao
de hemoglobina pelo método da cianometahemoglobina (VAN ASSENDELFT,
1972).

O espectrofotbmetro UV visivel (FEMTO Modelo 700S) foi utilizado para
leitura da hemoglobina, num comprimento de onda de 540 nm. A partir dos valores
das concentracdes de zinco e de hemoglobina foi calculada a concentracdo de

zinco, expressa em ugZn/gHb.

4.6 Determinacgao da Atividade da Enzima Superéxido Dismutase Eritrocitaria

A atividade da superdxido dismutase eritrocitaria foi determinada pela
guantidade de enzima capaz de inibir em 50% a formacdo de nitrito. O 6xido nitrico
foi quantificado pela concentracédo de nitrito nos eritrocitos pelo método colorimétrico
de Griess.

A atividade da enzima superéxido dismutase foi determinada nos eritrécitos,
preparados pelo método in vitro. As amostras de sangue total foram centrifugadas
para separacao do plasma, a 3000 x g durante 10 minutos a 4° C, posteriormente o
plasma foi extraido com pipeta automatica e acondicionado em tubos “eppendorfs”
de polipropileno previamente desmineralizados.

Em seguida, o enxague dos eritrocitos foi realizado com 5 mL de solucéo
salina a 0,9%, sendo cuidadosamente homogeneizado por inversao e centrifugado.
ApoOs a ultima centrifugacéo, a solucdo salina foi aspirada e descartada, e a massa
de eritrocitos foi extraida cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta automatica,
colocada em tubos “eppendorfs” de polipropileno desmineralizados, que foram

mantidos a temperatura de -80 °C.
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Para a andlise da atividade da enzima superoxido dismutase eritrocitaria, uma
aliquota de 100pL de eritrocitos foi diluida em 1110uL de tampéo fosfato, 75 uL de
L-metionina, 40 yL de Triton X-100, 75 uL de cloreto de hidroxilamina e 100 uL de
EDTA. As amostras foram incubadas em banho maria a 37°C por 5 minutos, apos
esse processo adicionou-se 80 yL de riboflavina e expbs-se a luz durante 10
minutos.ao final, foi adicionado 1mL de reagente de Griess e realizada leitura em A
de 543 nm. Os resultados obtidos foram utilizados posteriormente para calculo da
atividade enzimatica pela quantidade de SOD capaz de inibir em 50% a formacéo de

nitriro, neste caso, 36 ng de SOD inibem 50% da formag&o de nitrito.

4.7 Determinacdo do Malondialdeido Plasmatico

As concentra¢des do malondialdeido foram determinadas pela producéo das
substancias reativas ao &cido tiobarbitlrico, seguindo-se método descrito por
Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979), com adaptacdes. Antes do processamento das
amostras, uma curva analitica de calibracéo foi preparada nas concentragées: 0,5;
1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 nmol, utilizando-se 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) como padré&o.

Em tubos eppendorfs, contendo 200 pL de plasma e um com 200 puL de
agua destilada (branco), foram adicionados 350 uL de acido acético pH 3,5 e 600 puL
de &cido tiobarbitarico 0,5%, diluido em &cido acético, as amostras foram
preparadas em triplicada. Em seguida, os tubos foram incubados em banho maria,
com sistema de agitacdo a 85°C por uma hora e, apds esse periodo, submetidos a
banho de gelo por 15 minutos.

Apos o resfriamento, 50 L de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 8,1% foram
adicionados aos tubos, procedendo-se a centrifugacdo por 15 minutos a 13201 x g a
25°C. O sobrenadante foi extraido e a absorbancia lida no A de 532 nm em
espectrofotometro BEL SP 1102. Os resultados foram expressos em pmol de

malondialdeido por L.

4.8 Analise Estatistica

Os dados foram organizados em planilhas do Excel® (2007) para realizacéo

de analise descritiva das variaveis observadas nos grupos estudados.
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Posteriormente, os dados foram exportados para o programa SPSS (for Windows®
versdo 18.0) para analise estatistica dos resultados.

O teste de Qui-quadrado foi aplicado para verificar a normalidade dos dados.
Considerando que as variaveis apresentaram distribuicdo normal, o teste “t” de
Student foi utilizado para fins de comparacdo entre 0s grupos estudados e o
coeficiente de correlacdo linear de Pearson para a analise das correlacdes. A
diferenca foi considerada estatisticamente significativa quando o valor de p<0,05,

adotando-se um intervalo de confianca de 95%.

4.8.1 Analise dos Dados Dietéticos

Apbs verificar a normalidade da distribuicdo do zinco, os valores de ingestédo
foram ajustados em relacdo a energia pelo célculo do nutriente e corrigidos pela
variabilidade intrapessoal e interpessoal, evitando distor¢cdes geradas por diferencas
no consumo energético (FISBERG et al., 2005; JAIME et al.,, 2003; WILLETT;
STAMPFER, 1986). O calculo possui quatro etapas:

Inicialmente realizou-se andlise de regressao linear simples, considerando-
se o total de energia ingerida como variavel independente e o valor absoluto do
nutriente como variavel dependente. Utilizando-se a equacdo geral da regressao
linear, pdde-se determinar a quantidade estimada de nutriente (Ye) que o individuo

deveria consumir com a sua média de consumo de energia.

[ Equacédo 1: Ye = 3o + 1 X médiado consumo energético do individuo ]

Onde:
Bo = intercepto da regressao linear simples

B1=tangente

O residuo da regresséao (Yr) representa a diferenca entre a ingestao atual
observada (Yo) para cada individuo e a ingestao estimada.

[ Equacdo 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, que
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é estatisticamente arbitraria. Willett; Howe; Kushi (1997) propdem que a constante
seja o consumo do nutriente estimado para a média do total de energia consumida

pela populacéo de estudo.

[ Equacédo 3: Yc = Bo + (B1x médiado consumo energético da populagéo) ]

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

total de energia consumida.

[ Equacdo 4:Ya=Yr+Yc ]

ApOs 0 ajuste por energia, os valores de zinco foram corrigidos pela
variabilidade intrapessoal e interpessoal. Foi feita a analise de variancia One-way
ANOVA, para se obter o coeficiente de correlacdo corrigido pela variacéo
intrapessoal e interpessoal. Por meio da média quadrética intrapessoal fornecida
pela ANOVA tém se o valor da variancia intrapessoal (Sinra?), inerentes ao consumo
de zinco (SLATER; MARCHIONI; FISBERG, 2004).

[ Sintra2 = MQintra ]

Onde,

MQintra = Média quadratica intrapessoal

Além da variancia intrapessoal também foi calculada a variancia interpessoal
(Sinterz)i

[ Sinter” = (MQinter - Sintra”) / K ]

Onde,
MQinter = Média quadratica interpessoal

K = nimero de dias de aplicacdo de inquérito alimentar

Em seguida, calculou-se a variancia total (Sobs) da distribuicdo observada,
gue € dada pela diferenca das variancias intra e interpessoal:

[ Sobs = Sinter” - Sintra?/K ]

Onde,
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Sobs = Variancia total
Sintra = variancia intrapessoal

Sinter= variancia interpessoal

Posteriormente, para remover a variancia intrapessoal, utilizou-se a equagao
proposta pelo US National Academy of Science Subcommittee on Criteria for Dietary

Evacuation:

[ Valor ajustado do nutriente = média + (x,— média) X Sinter/ Sobs ]

Onde:
Média = valor médio de ingestdo do grupo

x1 = valor de ingestédo de cada individuo

Utilizando a formula acima foi feita a distribuicdo do zinco ajustado do grupo,
com reducéo do desvio padrédo. A EAR utilizada foi de 6,8 mg/dia para as mulheres
na faixa etaria entre 19 e 70 anos (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).
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5 RESULTADOS

5.1 Estado Nutricional das Participantes

Os resultados referentes a idade e aos parametros antropométricos
utilizados na avaliacdo do estado nutricional das pacientes com cancer de mama e
do grupo controle estdo apresentados na tabela 1. Foram encontradas diferencas

estatisticas em relacéo a idade e estatura (p<0,05).

Tabela 1 - Valores médios e desvios padrdo da idade, peso corporal, estatura,
indice de massa corporea e circunferéncia da cintura das pacientes com cancer de

mama e do grupo controle. Teresina-Pl, Brasil, 2014.

Grupo caso Grupo controle
Parametros (n=34) (n=32) p
Média + DP Média + DP
Idade (anos) 40,91 + 5,98 36,41 +7,23* 0,008
Peso (kg) 62,90 + 13,40 63,32 + 10,09 0,885
Estatura (cm) 1,55+ 0,06 1,59 + 0,06* 0,017
IMC (kg/m?) 26,17 £ 4,91 25,20+ 4,16 0,388
CC (cm) 83,62 +10,83 80,24 +£ 9,97 0,192

*Valores significativamente diferentes entre as mulheres com cancer de mama e controle. Teste t de
Student (p<0,05). IMC = Indice de Massa Corporal; DP = desvio padrdo; CC = circunferéncia da
cintura.

A figura 2 apresenta a distribuicdo das participantes, segundo o grupo e

estado nutricional.
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Figura 2 - Distribuicdo das participantes do estudo, segundo o0 grupo e estado

nutricional. Teresina-PI, Brasil, 2014.
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5.2 Consumo alimentar

Os resultados da analise das dietas consumidas pelas pacientes com cancer
de mama e grupo controle estdo descritos na tabela 2. Houve diferencga estatistica
significativa no consumo alimentar das pacientes e grupo controle em relacdo a

energia e proteina.

Tabela 2 - Valores médios e desvios padrdo da contribuicdo energética dos
nutrientes presentes nas dietas ingeridas pelas pacientes com cancer de mama e

grupo controle. Teresina-Pl, Brasil, 2014.

Grupo caso Grupo controle
Energia/Nutrientes (n=34) (n=32) P
Média + DP Média + DP

Energia (Kcal) 1420,20 + 437,12 2064,41 + 536,17* 0,000
Carboidrato (%) 55,51 +7,34 53,60 + 9,35 0,358
Proteina (%) 23,90 + 8,72 19,55 + 8,38* 0,043
Lipidio (%) 25,70 £ 4,63 26,16 + 6,84 0,745
Zinco (mg/dia) 7,87 + 2,841 8,33+ 3,82 0,585

*Valores significativamente diferentes entre as mulheres com cancer de mama e controle. Teste t de
Student (p<0,05). 1 — Os valores brutos de zinco do grupo caso foram ajustados pela energia e
corrigidos pela variancia intra e interpessoal; DP = desvio padrao; Valores de referéncia: 10 a 35% de
proteina, 20 a 35% de lipidio e 45 a 65% de carboidratos (IOM, 2005); e EAR = 6,8 mgZn/dia, faixa
etaria entre 19 e 70 anos para o sexo feminino (IOM, 2001).
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A figura 3 apresenta a ingestao dietética de zinco das pacientes com cancer
de mama e do grupo controle.

Figura 3 — Ingestao dietética de zinco das pacientes com cancer de mama e do
grupo controle. Teresina-Pl, Brasil, 2014.

NCO AJUSTADO

Cason =234 Controle n = 32
Meédia + DP Meédia + DP
7,87 £ 2,84 8.33 £3.82

Teste t de Student (p<0,05). 1 - Valores brutos de zinco do grupo caso foram ajustados pela energia e
corrigidos pela variancia intra e interpessoal; DP = desvio padréo; Recomendacdes segundo IOM
(2001), EAR para micronutrientes na faixa etaria de 19 a 70 anos para o sexo feminino.

A figura 4 apresenta a ingestdo dietética de zinco por individuo das
pacientes com cancer de mama.
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Figura 4 — Ingestéo dietética de zinco por individuos das pacientes com céancer de
mama. Teresina-Pi, Brasil, 2014.
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EAR: valor médio estimado para suprir a necessidade de 50% dos individuos saudaveis. RDA:
recomendacdo média estimada para suprir a necessidade de 97% a 98% os individuos. D/DPd:
diferenca (D) entre a ingestao observada e a EAR (ingestdo — EAR)/ desvio padréo (DP) da diferenca.

A figura 5 apresenta a ingestdo dietética de zinco por individuo do grupo

controle.

Figura 5 — Ingestéo dietética de zinco por individuos do grupo controle. Teresina-Pi,
Brasil, 2014.
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EAR: valor médio estimado para suprir a necessidade de 50% dos individuos saudaveis. RDA:
recomendacdo média estimada para suprir a necessidade de 97% a 98% os individuos. D/DPd:
diferenca (D) entre a ingestdo observada e a EAR (ingestdo — EAR)/ desvio padréo (DP) da diferenca.
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5.3 Parametros Bioquimicos de Avaliac&o do Zinco

Na tabela 3 encontram-se os valores médios obtidos das concentracfes de
zinco no plasma e nos eritrocitos das pacientes com cancer de mama e do grupo
controle. Em relacéo as concentra¢des de zinco plasmatico e eritrocitario, verifica-se

que ndo houve diferenca estatistica.

Tabela 3 - Valores médios e desvios padrdao das concentracfes eritrocitarias e
plasméticas de zinco das pacientes com cancer de mama e do grupo controle.
Teresina-PI, Brasil, 2014.

Grupo caso Grupo controle
Parametros (n=34) (n=32) P
Média £ DP Média £ DP
Zinco Plasmatico
60,45 + 7,46 64,59 + 10,07 0,065
(Mg/dL)
Zinco Eritrocitério
37,51 + 8,26 35,97 + 5,57 0,383
(MgZn/gHb)

N&o houve diferenca significativa entre as mulheres com céncer de mama e controle. Teste t de
Student (p<0,05). Valores de referéncia no plasma: 70-110 pg/dL (GIBSON, 2008); Valores de
referéncia no eritrocito: 40 a 44 ug Zn/gHb (GUTHRIE; PICCIANO,1994); DP = desvio padrao.

5.4 Parametros Bioguimicos de Avaliacdo da Enzima Super6xido Dismutase

Os valores médios e desvios padrdo da atividade da enzima superoxido
dismutase nos eritrécitos das pacientes com cancer de mama e do grupo controle
estdo na tabela 4. Verifica-se que houve diferenca estatistica significativa entre os
dois grupos (p<0,05), com concentracbfes elevadas nas mulheres com

cancer de mama.
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Tabela 4 - Valores médios e desvios padrao da atividade da enzima superéxido
dismutase eritrocitaria das pacientes com cancer de mama e do grupo controle.
Teresina-PI, Brasil, 2014.

Grupo caso Grupo controle
Parametros (n=34) (n=32) P
Média £ DP Média £ DP
SOD
8924,32 + 3829,35 7170,14 + 3132,32* 0,047
(MgSOD/gHDb)

*Valores significativamente diferentes entre as mulheres com céncer de mama e controle. Teste t de
Student (p<0,05). Valores de referéncia da SOD: 6500-14500 ugSOD/gHb (ARMSTRONG, 1998);
SOD-= superéxido dismutase. DP = desvio padréo

5.5 Parametros Bioquimicos de Avaliacdo do Malondialdeido

Os valores médios e desvios padrao das concentracbes plasmaticas do
malondialdeido das pacientes com cancer de mama e do grupo controle estdo na
tabela 5.

Tabela 5 - Valores médios e desvios padrao das concentracbes plasméticas de
malondialdeido das pacientes com cancer de mama e do grupo controle. Teresina-
Pl, Brasil, 2014.

Grupo caso Grupo Controle

Parametros (n=34) (n=32) p
Média + DP Média + DP

MDA (umol/L) 5,02 +4,55 3,95+1,85 0,212

N&o houve diferenca significativa entre as mulheres com cancer de mama e controle. Teste t de
Student (p<0,05). Valores de referéncias MDA: 1 a 3 ymol/L. MDA = malondialdeido; DP = desvio
padrdo

5.6 Correlacdo entre Parametros Bioquimicos do Zinco, Enzima Superoxido

Dismutase e Malondialdeido

A tabela 6 mostra os resultados da anélise de correlacdo entre os
parametros bioquimicos de avaliacdo do zinco, superoxido dismutase e

malondialdeido em pacientes com cancer de mama. Verificou-se que ndo houve
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correlacdo significativa entre os parametros bioquimicos do zinco, enzima

superoxido dismutase e malondialdeido em pacientes com cancer de mama.

Tabela 6 - Andlise de correlacdo linear simples entre os parametros bioquimicos do
zinco, enzima superoxido dismutase e malondialdeido em pacientes com céancer de

mama. Teresina-PI, Brasil, 2014.

Zn Plasmaético Zn Eritrocitario Zn Dietético
Parametros (ng/ dL) (MgZn/ gHDb) (g/dia)
R p r p r p
SOD (ugSOD/gHb)  -0,260 0,137 -0,134 0,450 -0,139 0,435
MDA (umol/L) 0,089 0,615 0,048 0,786 0,165 0,352

Correlacdo Linear de Pearson (p<0,05). Zn = zinco; SOD = superdxido dismutase; MDA =
malondialdeido.

A tabela 7 mostra os resultados da analise de correlacdo entre os
parametros avaliados no grupo controle. Verificou-se que ndo houve correlacao
significativa entre os parametros bioquimicos, enzima superéxido dismutase e

malondialdeido em pacientes do grupo controle.

Tabela 7 - Andlise de correlacdo linear simples entre os parametros bioquimicos do
zinco, enzima superoéxido dismutase e malondialdeido no grupo controle. Teresina-
Pl, Brasil, 2014.

Zn Plasmaético Zn Eritrocitario Zn Dietético
Parametros (Mg/ dL) (MgZn/ gHDb) (g/dia)
r p r p r p
SOD (ugSOD/gHb)  -0,128 0,487 0,136 0,457 0,056 0,763
MDA (umol/L) 0,109 0,554 -0,135 0,461  -0,107 0,560

Correlagdo Linear de Pearson (p<0,05). Zn = zinco, SOD = superdxido dismutase; MDA =
malondialdeido.

A figura 6 mostra o resultado da analise de correlacdo entre a enzima
superéxido dismutase e o malondialdeido em pacientes com cancer de mama. N&o
foi verificada correlacdo estatistica significativa entre a atividade da enzima e o

marcador do estresse oxidativo nas pacientes com céancer de mama.
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Figura 6 — Andlise de correlagdo linear simples entre a enzima superdxido
dismutase e o malondialdeido em pacientes com cancer de mama. Teresina — PI,
Brasil, 2014.
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Correlacéo Linear de Pearson (p<0,05). SOD = superoxido dismutase; MDA = malondialdeido.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foram determinados parametros bioquimicos relativos ao
zinco, bem como foi investigada a existéncia de correlacdo entre essas variaveis e
as concentracdes da enzima superéxido dismutase e o malondialdeido em mulheres
com cancer de mama.

Com relacdo aos resultados obtidos da avaliacdo do estado nutricional,
pode-se observar que os valores médios do indice de massa corporal das pacientes
com cancer de mama estavam elevados quando comparados ao grupo controle.
Nesse sentido, deve-se destacar que 0 excesso de peso esta associado
positivamente com o0 risco para manifestacdo desse tipo de cancer tanto na poés-
menopausa quanto na pré-menopausa (AZVOLINSKY, 2014). Associado a isso, 0
ganho de peso em mulheres com cancer de mama apos o diagnostico da doenca é
frequente, o que aumenta o risco de mortalidade e complicacbes nessas pacientes
(CHEN et al., 2010; CAAN et al., 2012).

Nessa discussdo, € importante destacar a relevante contribuicdo da gordura
abdominal no desenvolvimento e evolugdo do cancer de mama (OLIVEIRA et al.,
2014). Os resultados do presente estudo mostram que tanto as pacientes com
cancer quanto o grupo controle estavam com valores da circunferéncia da cintura
elevados. Sobre esse resultado, destaca-se a influéncia de alteracbes hormonais e
de marcadores inflamatérios envolvidos na patogénese da neoplasia maligna.
Assim, concentracdes reduzidas de adiponectina e elevadas de proteina C reativa e
do fator de crescimento semelhante a insulina -1 estdo associadas com o risco para
a manifestacdo dessa doenca. Além disso, vale mencionar que a formacédo do tumor
da mama também é influenciada pela hiperinsulinemia, caracteristica do diabetes
tipo 2 (GAUDET et al., 2013)

Quanto a ingestéao de zinco pelas participantes desse estudo, verifica-se que
ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos avaliados, e que o
consumo desse mineral estava superior a quantidade diaria recomendada, segundo
a Estimated Average Requeriment (EAR). Sobre esse dado, é importante destacar
que as dietas possuiam quantidades significativas de alimentos fonte desse
nutriente e, além disso, foi observada elevada ingestao de proteina, por ambos 0s
grupos, a qual é normalmente acompanhada de consideravel conteudo de zinco,

como por exemplo, carne vermelha, figado e peixe (DEVIRGILIIS, et al, 2007).
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No que diz respeito as concentracbes plasmaticas de zinco, estas
encontravam-se reduzidas em relagcdo aos valores de normalidade em ambos os
grupos, sendo que ndo houve diferenca estatistica significativa. Nesse sentido,
alguns fatores poderiam ter exercido influéncia sobre os valores encontrados de
zinco no plasma das participantes desse estudo, como por exemplo, o teor desse
mineral presente nas dietas ingeridas. No entanto, tanto a quantidade quanto a
biodisponibilidade de zinco presente nesses alimentos estava elevada, o que parece
nao ter influenciado as suas concentracdes plasmaticas.

Outro ponto importante que pode justificar as concentracdes reduzidas de
zinco no plasma, diz respeito as alteracbes na compartimentalizacdo desse
oligoelemento em pacientes com cancer de mama. Nessa abordagem, mediante a
carcinogénese estabelecida, ocorreria uma redistribuicdo do zinco nessas pacientes,
por meio do fluxo deste mineral do compartimento plasmético para o interior das
células tumorais, e consequentemente, haveria reducao da sua concentracdo neste
compartimento (TINOCO-VERAS, 2009).

Nesta tematica, deve-se destacar a participacdo de proteinas
transportadoras de zinco, que exercem papel importante na distribuicdo desse
mineral nos tecidos. Dessa forma, na presenca de tumor da mama, ocorre
hiperexpressao de genes codificantes dessas proteinas (Zip6, Zip7 e Zipl0), que
fazem o influxo de zinco para o interior das células tumorais e inibem
transportadores transmembrana desse mineral para as demais células, o que
predispde as transformacdes malignas, sugerindo que as células tumorais
aumentam seletivamente a absorcdo de zinco na doenga (CHASAPIS, 2011,
GRATTAN, FREAKE, 2012). Assim, o zinco plasmético reduzido esta associado ao
maior risco de desenvolvimento do cancer de mama, o0 que sugere ser este um fator
prognaostico e terapéutico para doenca.

Sobre os resultados do zinco eritrocitario, os valores médios encontrados
desse parametro estavam reduzidos em ambos os grupos avaliados nesse estudo,
também sem diferenca estatistica significativa. Vale ressaltar que na circulacéo,
cerca de 80% do zinco estad presente nos eritrocitos, principalmente ligado a
anidrase carbdnica, a apenas 16% se encontra no plasma (ALMEIDA, 2013). Numa
analise global, em face da meia vida do eritrécito ser de 120 dias, 0 zinco eritrocitario
torna-se um parametro do estado nutricional relativo a esse micronutriente de

periodo mais longo, ndo refletindo mudancas recentes nas concentracdes deste
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mineral em um individuo, também n&o sendo influenciado pelo teor de zinco
encontrado na dieta ingerida pelas pacientes avaliadas nesse estudo.

Com relacdo as concentracbes eritrocitarias da enzima superoxido
dismutase, pode-se verificar que essas estavam adequadas em ambos 0s grupos,
sendo superior nas pacientes com cancer de mama, havendo diferenca estatistica
significativa entre os grupos. Estes resultados corroboram os achados de Tas et al.
(2005), Yeh et al. (2005), Rajnesh et al. (2008), que também encontraram valores
elevados das concentra¢cfes dessa enzima em mulheres com cancer de mama.

Nessa perspectiva, deve-se ressaltar que o aumento da atividade do sistema
de defesa antioxidante enzimatico nas mulheres com cancer de mama parece ser
resultado de um mecanismo de regulacdo compensatéria que ocorre em resposta ao
dano oxidativo presente nessas mulheres. Nesse sentido, as espécies reativas de
oxigénio atuam estimulando a expressdo de genes codificantes de enzimas que
participam desse sistema, o que pode ter ocorrido entre as mulheres avaliadas
nesse estudo.

Os resultados da analise da concentracdo do malondialdeido plasmatico nédo
revelam diferenca estatistica entre 0s grupos avaliados, embora os valores
encontrados entre as pacientes com cancer de mama estivessem superiores. Dessa
forma, € oportuno chamar atencdo para o fato de que o excesso da producéo de
radicais livres pode causar danos oxidativos na membrana celular, resultando em
peroxidacao lipidica, mutagénese e, consequentemente, agrava 0 processo da
carcinogénese presente nessas pacientes (TAS et al., 2005).

Outra hipétese que pode fundamentar o aumento da concentracao
plasmatica do malondialdeido, diz respeito a presenca do excesso de peso e da
obesidade entre as pacientes com cancer de mama. Assim, vale mencionar que a
presenca da obesidade contribui para 0 aumento da respiracdo mitocondrial e
consumo excessivo de oxigénio, o que favorece a producao de espécies reativas de
oxigénio, como o anio superéxido e o peroxido de hidrogénio. O segundo
mecanismo por meio do qual o sobrepeso e a obesidade podem aumentar a
peroxidacao lipidica, se dar a partir da lesdo celular progressiva e cumulativa devido
a pressao induzida pela elevada massa corporal. A injuria celular, por sua vez, libera
citocinas como o fator de necrose tumoral que gera espécies reativas de oxigénio
(NEVES, 2010).
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7

Outro aspecto importante nessa discussdo é o fato de que apesar das
pacientes com cancer de mama apresentarem consumo elevado de zinco, as
concentracfes plasmaticas de malondialdeido estavam mais elevadas entre essas
pacientes quando comparadas ao grupo controle, o que pode indicar a incapacidade
de atuacdo do zinco como componente do sistema de defesa antioxidante,
provavelmente em fungdo das concentracdes reduzidas desse mineral nos
componentes sanguineos avaliados.

A partir dos resultados obtidos nesse estudo, pode-se pressupor que as
concentracdes de zinco reduzidas encontradas nas mulheres com céancer de mama,
tanto no plasma quanto nos eritrocitos, podem ser decorrentes do aumento da
expressdo de genes codificantes de proteinas que fazem influxo de zinco para o
tecido tumoral, o que pode justificar as alteracbes verificadas nos parametros

analisados.
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7 CONCLUSAO

o As mulheres com cancer de mama participantes desse estudo ingerem teor
dietético de zinco superior a quantidade diaria recomendada.

o Os pardmetros bioquimicos do zinco nas mulheres com cancer de mama
mostram concentracdes reduzidas do mineral no plasma e nos eritrocitos,
guando comparado ao grupo controle.

o A atividade da enzima superoxido dismutase eritrocitaria e as concentracfes
plasméticas do malondialdeido estdo adequadas em ambos 0S grupos, no
entanto a atividade da enzima foi significativamente superior nas mulheres com
cancer.

o O estudo ndo demonstra influéncia do zinco sobre a atividade da enzima
superoxido dismutase e as concentracdes plasmaticas do malondialdeido nas
mulheres com céncer de mama, pois a analise de correlacdo nado revela

diferenca estatistica significativa.

A partir dos resultados desse estudo, pode-se pressupor que a ingestao de
zinco pelas mulheres com cancer de mama néo influencia as concentragbes
plasméticas e eritrocitdrias desse mineral. A atividade da enzima superéxido
dismutase elevada nas mulheres com cancer de mama pode ser decorrente de um
mecanismo de regulacdo compensatério mediante o estresse oxidativo presente no

cancer de mama.
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APENDICE A - FICHA DE CADASTRO DAS PARTICIPANTES DA PESQUISA

IDENTIFICACAO N° Formulario:
Grupo:

Nome: Data: I/

DN:__ [ [ Idade:_ _anos idade da menarca:

Endereco:

Bairro: Cidade: CEP:

Telefone: Celular 1: Celular 2:

Profisséo:

HISTORIA CLINICA:
. Apresenta alguma doenca (diabetes, hipertenséo, doenca cardiovascular, etc.)
) Sim () Nao

. Se sua resposta sim, quais as doencas
. Faz uso de alguma medicacao: Sim ( ) Nao ()
. Se sua resposta for sim quais os medicamentos
. Uso de suplementos nutricionais: Sim () N&o ( ) Quais?
. Diagnostico de cancer de mama positivo ou negativo:
. Se positivo qual estagio da doenca?
. Tratamento para o cancer: Sim () Nao ( )
. Fumante: Sim () Nao ( )

O O ~NOoO O Db WNT P

AVALIACAO DO ESTADO NUTRICONAL

12MEDIDA 22 MEDIDA | 32MEDIDA MEDIA

Peso (kg)

Altura (cm)

IMC (kg/m?)

Circunferéncia da Cintura (cm)

PARAMETROS BIOQUIMICOS

Zinco plasmatico (ug/dL):
Zinco eritrocitari (ugZn/gHb):
Malondialdeido (umol/L):
Superoéxido dismutase (ugSOD/gHb):
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS E SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), em uma
pesquisa. Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse
em tomar a decisdo. Leia cuidadosamente o0 que se segue e pergunte ao
responsavel pelo estudo sobre qualquer duvida que tiver. Este estudo estd sendo
conduzido pela Mestranda Camila Guedes Borges de Araujo, orientada pela Prof?
Dr2Dilina do Nascimento Marreiro. Apés ser esclarecido (a) sobre as informacfes a
seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine este documento, que esta
em duas vias. Uma delas € sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso de
recusa vocé ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Em caso de duvida vocé
pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui pelo
telefone (086) 3237 2332. Endereco: Campus Universitario Ministro Petrdnio
Portella-Bairro Ininga — Teresina — Pl. Cep.: 64049-550.

ESCLARECIMENTOS SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Zincemia, atividade da enzima superoxido dismutase e sua relacao
com marcador do estresse oxidativo em mulheres com cancer de mama.
Pesquisador Responsavel: Camila Guedes Borges de Araujo

Orientadora: Prof2. Dr2. Dilina do Nascimento Matrreiro.

Telefone para contato (inclusive ligacdes a cobrar): (086) 99765920
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DESCRICAO DA PESQUISA

Esta pesquisa tem por objetivo: “Avaliar parametros bioquimicos relativos ao
zinco e atividade da enzima superoxido dismutase e relaciona-los com marcadores
do estresse oxidativo em pacientes com cancer de mama”. Para tanto o voluntario
sera submetido a coletas de sangue venoso para exames bioquimicos e analise de
alteracdes metabdlicas e avaliacbes do consumo alimentar por meio de registros
alimentares.

Ao participar da pesquisa o voluntario ndo sofrerd nenhum prejuizo, podera,
no entanto sentir dor na coleta de sangue devido a picada da agulha e algum
desconforto em vista da coleta do material biologico, e formacdo de hematoma,
requerido para realizacdo desta. O voluntario podera apresentar desconforto em
alguns questionamentos relacionados a sua alimentacéo e sobre sua histéria clinica,
no entanto vocé nao sera obrigado a respondé-las caso ndo se sinta a vontade. Os
participantes do estudo terdo como beneficios, os resultados dos exames
bioquimicos, bem como os dados sobre a composicdo corporal, que serao
fornecidos apés a realizacdo dos mesmos. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera
acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de
eventuais davidas.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou dudvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal do Piaui (Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga,
Teresina, Piaui, Brasil — telefone: (86)3215 5734). Se vocé concordar em participar
do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos em sigilo. A menos que requerido
por lei ou por sua solicitacdo, somente o pesquisador, a equipe do estudo, Comité
de Etica independente e inspetores de agéncias regulamentadoras do governo
(quando necessério) terdo acesso a suas informacdes para verificar as informacdes
do estudo.

O projeto terd duragcdo de um ano, com término previsto para o primeiro
semestre de 2014. O participante tera o direito de retirar o consentimento a qualquer
tempo, sem que passe por qualquer tipo de constrangimento por parte do
pesquisador.

Nome e assinatura do Pesquisador (a)

Camila Guedes Borges de Araujo
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ,

RG/CPF ,abaixo assinado, concordo

em participar do estudo: “Zincemia, atividade da enzima superoxido dismutase e sua
relacdo com marcador do estresse oxidativo em mulheres com cancer de mama’,
como sujeito. Tive pleno conhecimento das informacdes que li ou que foram lidas
para mim. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo € isenta de despesas. Concordo, voluntariamente, em participar
deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante 0 mesmo a retirada do consentimento ao estudo ndo acarretara penalidades
ou prejuizos ou perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido.

Teresina: [

Assinatura do responsavel

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e
aceite do sujeito em participar.
Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:

Observagbescomplementares:

Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato: Comité de Etica em Pesquisa/UFPI - Campus Universitario Ministro Petronio
Portella - Pré-Reitoria de Pos-Graduacao e Pesquisa - Bairro Ininga - CEP: 64.049-
550 - Teresina — Pl tel.. (86) 3237-2332- email: cep.ufpi@ufpi.br web:

www.ufpi.br/cep


mailto:cep.ufpi@ufpi.br
http://www.ufpi.br/cep
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APENDICE C - REGISTRO ALIMENTAR

Registro diario de sua alimentacéo

Nome:

% No6s vamos avaliar sua alimentagdo. Pedimos que anote neste registro alimentar
tudo que vocé comer_e beber durante todo o dia e a noite. Vocé devera anotar
todos os alimentos consumidos, sendo 2 dias durante a semana e um dia no final de
semana, totalizando 3 dias.

+« Durante o preenchimento deste registro alimentar, alguns aspectos sdo importantes:

1. Preencher logo ap6s o consumo do alimento;

2. Especificar as marcas dos alimentos industrializados;

3. Procurar identificar o tamanho das frutas, vegetais, pedagos de carne, ou a
guantidade que cada alimento é consumido, bem como o tipo de preparacéo
(frito, cozido, assado) e caso haja molho, que tipo foi utilizado.

4. Diferenciar qual o utensilio é usado, por exemplo:

1. Colher — de ch4a, de sobremesa, de sopa, de servir ou concha
2. Xicara — de cha ou de café
3. Copo — grande ou de requeijao (americano)
4. Prato de sobremesa
5. Consumo mensal de 6leo e sal da familia:

A: Colher de servir; B: Colher de sopa; C: Colher de F:Prato de sobremesa
sobremesa; D: Colher de cha; E: Concha de servir

G: Xicara cheia; H: Xicara
nivelada; I: Xicara média

S

Copo americano
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1° DIA NOME

REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS - N°

Data / /

Segunda () Terca () Quarta () Quinta () Sexta () Sabado () Domingo ()

REFEICOES

(Hora)

ALIMENTOS

QUANTIDADES

(Medidas caseiras)




Apéndices 82

2° DIA NOME

DATA / /

Segunda () Terca () Quarta () Quinta () Sexta () Sabado () Domingo ()

REFEICOES

(Hora)

ALIMENTOS

QUANTIDADES

(Medidas caseiras)
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3° DIA NOME

DATA / /

Segunda () Terca () Quarta () Quinta () Sexta () Sabado () Domingo ()

REFEICOES

(Hora)

ALIMENTOS

QUANTIDADES

(Medidas caseiras)
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ANEXO A-PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA/UFPI

UNIVERSIDADE FEDERAL DO g
FlaUl - UFPI

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DaDOE DO PROUETD DE PESQLISA

Thulo da Pesquisa: INCEMIA, ATIVIDADE DA ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASE E SUA RELACAD
COM MARCADOR DO ESTRESSE OXIDATIVG EM MULHERES COM CAMCER DE

AL
Pesquisator: Dira do Massmento Mamen
Arag Tematica:
Wersdo: 2

CAAE: 15861213 2.0000.52214
InaftulgSe Proponsnts: Universidade Federal do Plawd - UFA
Patrocinador Principal: Finarciamento Propro

DaDOE DD PARECER

HOmsno oo Parscer. 554,747
Dats s Redatoria: 19022014

Apresantazio do Projato:

A neoplasia mallgna da mama & uma propagagio anormal de celulas, constuindg assim um acimuo
progressivn e matacdes no matedal gendtico. A relacio entre estresse owdalive & cancer de mama tem
skip bastante Imvesigada & fol cbsanado elevada conceniragio de espécies redtivas de cuigenio, gue foma
susceptivel dano cuidative ao DMA mitocondrial, contribulto de forma relevante para a carcinoganess.,
Eshudos demonsiaam a aividade da endma supenisido dismuiase aumenta em pacientes oom cancer &e
mamra O #@nco possul paps Imporants em varos processcs bioddgicns, na Inlbicio ou athvaglo de reaclies
enzimaticas & na competiplo com oulrtes slemenios, siterando 3 permeablidate das células, evanendn,
portanto, agdo direta ou Indireta no processo caminogsnico. As reduzidas concentraclies séricas de zinco
SAUMEntam as concentragies de pernddacdo ipidica em meamicranas mitocondrds & micssomals, & ands
a fraglidade cemotica de membranas de erfnaciins.

Oibjethvo da Paaquisa:
Cbledvo Primanio; Avallar parameins Hoquimicos de Anco e atividade da erdma supennddo dsmutase e
r=ScionaHos com Mar3dores 4o esieEss oxldativo em padentes com cancer de mara.

Errdaieta. Cempm Unfeerefico BineSo Felifoni Foceia

Halrm: Ininga S50 CEM. B4 DRS00

uF: P Municipin:  TERESIRA

Tabuform: | A& 155734 Fix: (B53015-5680 E-manll. oep L i b

Shgid 2T o8 =
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PlALI - LUFPI

Cojettvo Secundario: Verficar o consumo allmeniar & 3 adequacao da allmentacio em relagdo &
macronutrientes & ap mineral Zinco; Detesminar o Indice de massa corporal [IMC). Determinar a
concentragdo de Zineo plasmaticn e eftrocitana em pacienies com cANCEr de MAma & COMParar com o
Qupo controle; Determinar 3 atvidade &3 erzima supeniddo dsmutzse enfrocitana & a concentraglo do
malondlaldeldo plasmatico; Investigar a existdncia de relacdo entre a zincemia, atividade da enzima
Euperoxido dismutase e o malondlalields em mulheres com CANCET 08 Mama

Avalla;io oos RKiscos e Banefichoa:
Riscos Poderd ocomer desconforio em aiguns questionamentos relacionados 3 sua allmentacio e soore a

histonia ciinica, & dor na coleta de sangue devido 3 picada da aguiha. Mo TCLE consta que podera Tommar
hamEma.

ComSnecic do Perscer 56747

Beneficios: N30 havera beneficlo diret para a5 pacientss, no entanto o estudo oferecera malores
Informacies soore o tema, buscando-se conhecer fatores que possam nfluenclar o prognostico das
pacientes com a doenga, bem como a meihora da sua qualidade de wida.

Comentaros & Conalderagdes sobre a Pesquisa”

O estudD 5erd de natureza fransversal, envolvendo B5 mulheres pré-menopausicas na faha etdfade 25 a
0 anos. As paclentes serfo distribuidas em 2 grupos: expermental (com cancer de mama, n- 43) &
confrole (sem cadncer de mama, n= 43) gue serdo submetidas a wma entrevisia, oojetivando o
esclaregimentn do protocoio 3 pesquisa & consentimento par paricipar do projeto. A definiglo da amesta
representaiiva das mulheres com cancer de mama que pariicpario do estudo Tol baseada nos criterios de
seiegdo & no nomero medio de pacientes atendidos anuaiments no Setor de Mastologla da Clinica
Ginecologica do Hospital Getullo Vargas (HGV-TeresinaPL. O tolal de pacienies com cancer de mama
aendlgo por a0 NEssE S2NVIGo & gt T C3506. Poranto, conslterands a5 perdas da amosta pelos crierios
de Incius30, aplicando-58 UMa margem de eno de 5%, Indice de contanga de 95% e prevalenda de 7.5%
da patiogia em estudo,

Conalderagies sobre 0 Termos de apressnta;ao obrigatoria:
& proposia apresenta a documentagdo exiglda pelo CEP. A coordenadora @ docene da UFPI com

expenéncia ra 1ematcs evidentiada & 52 COMPromeis cumpdr o i2mos da resclucio. Mo entanio, ra Carta
de Encaminhamenta e na Dedaragdo do Pesquisador consta a resolugdo antiga. A melodoiogla
apresentada & conslsienie & descreve os procedmenios para realizacio da coleta e anallse dos dada.

Erdeinegn. Cempm Unrenficso BRineio Felionio Poleia

Balrig! ininga BL10 CEF: B4 DRR5SD

ue: P Munkcigha:  TERESRA

TabaRisren: |@ECTEY S 6Ty Fax: [BS30R15-5880 Eqmal. cep ol uf by
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Comnesic do PFerscer: 5. 747

Racomesndaies:

Comio recomendaghes, solicii-se atualzar 3 Cara de Encaminhamenio [coincaEndo o nome S0 coomenador
do CEPVUFFL, Prof. Or. Alcione Com=a Alves) e @ Declaragdo do Pesquisador, onds consta @ resoiugdo
antiga e, nesta data, |3 existia a resoiugdo nova, 46672012,

Conclusdes ou Pendinclas & Lista de Inadequagtas;

SEm pendencncia

SIEUaCA0 00 Paracer:

ApFTYE00

Macseslts Aprecia;io da COMEP:

Mo

Conslideragies Finais a critério do CEP:

TERESIMA, 19 de Feverein de 2014

Assinador por;
Slcions Coméa Sbvas
(| Coondenador

Erdainegs. Campos Urreersiisn BinsSo Felion e Pofeia

Bairm:  ininga 5410 CEP. B4 NS00
uF: M Munisiphy: TERESikA
TabaPoren: | S353015--5F34 Fax: [B3013-50 E-mal. cwp muf b

Sngia i =



