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Interacoes entre Estresse Oxidativo, Terapia Utilizada e

Estadiamento em Pacientes com Cancer Colorretal

Interactions between Oxidative Stress, Tumor Staging and Therapy used in
Patients with Colorectal Cancer

Las Interacciones entre el Estrés Oxidativo, Estadificaciéon del Tumor y la Terapia
Utilizada en Pacientes con Cancer Colorrectal

Priscila da Silva Mendona'; Antdnio Augusto Ferreira Carioca?; Fernanda Maria Machado Maic®

Resumo

Introdugao: O malondialdeido (MDA) ¢ um biomarcador importante na detec¢io do estresse oxidativo em amostras
bioldgicas. Objetivo: Analisar a associacio entre os niveis séricos de marcadores de estresse oxidativo, o estadiamento e
terapia no cincer colorretal e compard-los com individuos sauddveis. Método: A amostra foi composta por 40 pacientes
com cincer colorretal, recebendo radioterapia e realizando ou nao quimioterapia, e 80 individuos sauddveis, recrutados
em uma clinica especializada em Oncologia, no periodo de janeiro a junho de 2013. O estresse oxidativo foi analisado
através da peroxidagio lipidica, que foi baseada nas espécies reativas ao dcido tiobarbittrico (TBARS). Os resultados
foram calculados de acordo com curva-padrio feita com malondialdeido. O estadiamento do cAncer colorretal foi
obtido dos prontudrios dos pacientes. As andlises estatisticas foram realizadas por meio dos testes exato de Fisher ¢
Mann-Whitney, sendo o valor de p<0,05 definido como estatisticamente significante. Resultados: A concentragio
sérica de MDA (uM/L) foi de 4,1+2,9 no grupo com cincer e de 1,1+0,4 no grupo sem cancer (p=0,001). Em relacio
ao estadiamento do tumor, a média de MDA foi de 2,3+1,5 entre o grupo com estadiamento inicial (II) e de 5,4+3,0
entre o grupo com estadiamento avangado (III) (p<0,001). Nao houve associagio entre concentragdes séricas de MDA
e terapia realizada (p>0,05). Conclusao: As concentracoes séricas de malondialdeido foram superiores no grupo cancer
em relacdo ao grupo sem cincer. Além disso, os niveis elevados de malondialdeido foram associados positivamente ao
grau de estadiamento do tumor.
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INTRODUGCAO

A incidéncia do cAncer cresce como consequéncia das
alteracdes globais que ocorreram nas tltimas décadas, tais
como a extrema urbanizagao que altera os padrées de vida
e de consumo da populagao'. Entre os tipos de cancer,
destaca-se o cincer de célon e reto como um dos mais
prevalentes. No Nordeste do Brasil, desconsiderando os
tumores da pele nio melanoma, o cAncer colorretal (CCR)
¢, em homens, o quinto mais frequente (6,2/100 mil). Para
as mulheres, ¢ o terceiro mais frequente (7,8/100 mil)*.

Entre os diversos mecanismos que podem levar a
carcinogénese, a producio excessiva de radicais livres
e espécies reativas de oxigénio estd associada a danos
na fita ou alteracoes nas bases nitrogenadas ou, ainda,
modificagées de desoxirribose, podendo gerar danos como
apoptose e mutagoes™?.

Individuos com neoplasia possuem concentragoes
elevadas de marcadores oxidantes, além de reduzidas
concentragdes de substincias antioxidantes’. Estudos tém
apontado a relacio direta entre aumento nos niveis de
marcadores de estresse oxidativo em pacientes que estio
recebendo radioterapia®’. Em adi¢ao, hd uma tendéncia
dos pacientes submetidos a esse tratamento a reduzirem a
capacidade antioxidante total, por diminui¢io de enzimas
como a glutationa peroxidase®’.

Em relagio & gravidade da doenga, sabe-se que o
sistema antioxidante se comporta de maneira diferente
de acordo com o estadiamento da neoplasia. Conforme
a progressio da doenca, menores concentragoes de
marcadores antioxidantes enzimdticos sio encontrados!®.
Da mesma forma, niveis significativamente mais baixos de
marcadores antioxidantes nio enzimdticos, como selénio e
vitaminas antioxidantes, encontram-se reduzidos!'.

Apesar de alguns estudos j4 demonstrarem uma
tendéncia aos niveis de marcadores oxidantes, como
o malondialdeido, serem maiores em amostras de
pacientes com estdgios mais avancados do cAncer quando

1213 3inda nio ha

comparados aos em estdgios iniciais
muitos estudos trazendo-o como marcador de resposta
terapéutica no controle do estado de estresse oxidativo.
O objetivo do estudo foi analisar a associacio entre
os niveis séricos de marcadores de estresse oxidativo,
o estadiamento ¢ terapia no CCR e compard-los com

individuos saudaveis.
METODO

O estudo foi do tipo transversal analitico. A amostra de
conveniéncia foi dividida em dois grupos. O grupo cincer
foi constituido por 40 pacientes com cincer de colén e reto,
com diagndstico confirmado por laudo histopatolégico,
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que estavam em tratamento clinico (radioterapia e
quimioterapia) em uma instutuicao de referéncia regional
no tratamento oncoldgico, principalmente radioterdpico
no municipio de Fortaleza, na regido Nordeste do Brasil.
Os pacientes ndo apresentavam comorbidades prévias, tais
como: diabetes mellitus, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, artrite reumatoide, tireoideopatias e
hepatopatias. Essa amostra foi composta por todos os
pacientes que atenderam aos critérios de inclusio durante
o periodo da coleta, de janeiro a junho de 2013. Os dados
sobre o estadiamento da doenga e terapia utilizada foram
coletados dos prontudrios dos pacientes. Para o grupo
sem cincer, foram recrutados 80 individuos saudaveis
(sem cAncer pré-diagnosticado) acima de 19 anos, nio
fumantes, pareados em dobro de acordo com o género.
O grupo dos individuos sem cAncer foi constituido por
acompanhantes dos pacientes e funciondrios da mesma
instituicao.

Para andlise das concentragoes séricas de marcadores
do estresse oxidativo, foram obtidas amostras de 10 mL de
sangue coletado por pungio venosa periférica de todos os
individuos. As amostras de sangue foram, entao, coletadas
em tubos sem anticoagulante. O soro foi separado por
centrifugacio (3.000 x g, por 15 minutos) e o estresse
oxidativo foi analisado por meio da peroxidagio lipidica,
que foi baseada nas espécies reativas ao dcido tiobarbittrico
(TBARS), que tem com produto o malondialdeido
(MDA). O método utilizado foi descrito por Buege
e Aust' com modificagoes. Brevemente, a 100 pL do
soro sanguineo, foram adicionados 200pL de 4cido
tricloroacético a 30%, 200 pL de tampio Tris-HCI,
pH 7,4 ¢ 200 pL de TBARS a 0,73% e agitados em
vortex por 1 minuto. A mistura reacional foi colocada
em banho-maria a 100°C por 1 hora. Apds esse periodo,
as amostras foram centrifugadas a 3.000 x g, por 10
minutos e o sobrenadante foi removido para se fazer a
leitura em espectrofotdmetro a 535 nm. Os resultados
foram calculados de acordo com uma curva-padrao feita
com MDA.

Para as andlises estatisticas, os individuos com cincer foram
agrupados em dois grupos: com estresse oxidativo elevado
(>1,1 pM/L) e com estresse oxidativo baixo (<1,1 pM/L), de
acordo com a média do estresse oxidativo dos individuos
sauddveis.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o
software SPSS® (versdo 21). A andlise de comparagio das
médias foi através do teste de Mann-Whitney para dados
nio paramétricos. Os resultados foram expressos como
média + desvio-padrdo. As varidveis discretas, obtidas
por contagem, foram analisadas por meio do Teste
exato de Fisher. O valor de p<0,05 foi definido como
estatisticamente significante.



Este estudo faz parte da pesquisa “Niveis séricos
de estresse oxidativo, lipoproteinas, minerais e perfil
nutricional em pacientes oncolégicos” e foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual
do Ceard, CAAE: 04121512.5.0000.5534.

RESULTADOS

A distribui¢do dos pacientes com céncer e dos
individuos sem cincer foi de 55% do género feminino e
de 45% do género masculino. A média de idade em anos
no grupo cancer foi de 59,0 + 14,6 e no grupo sem cincer
foide 41,9 + 13,2.

A maioria dos participantes dos dois grupos possuia
escolaridade baixa, inferior a 8 anos de estudo. Apenas
20% (n=8) do grupo cancer e 36% (n=29) do grupo sem
cAncer possufam mais de 8 anos de estudo.

O percentual dos casos de neoplasia com estadiamento
II foi de 40% (n=16) e de 60% (n=24) em estadiamento
III. Dos 40 pacientes com cancer avaliados, 24 (60%)
fizeram cirurgia prévia ao tratamento radio e/ou
quimioterapia ¢ 16 (40%) faziam o tratamento clinico
neoadjuvante. Todos os 40 (100%) pacientes estavam
submetidos & radioterapia e 11 (28%) também eram
submetidos ao tratamento de quimioterapia. A associagao
entre MDA e cirurgia prévia ao tratamento e a presenga
de quimioterapia nio foi significativa (Tabelas 1 e 2).

A presenca do CCR esteve associada as concentragoes
séricas de MDA, sendo superiores nos portadores do
cancer (p<0,001) (Figura 1).

O estresse oxidativo foi associado ao estadiamento
tumoral, sendo a concentragio de MDA superior no
estadiamento mais avancado (p<0,001) (Figura 2).

DISCUSSAO

Niveis mais elevados de MDA foram encontrados
em nosso estudo no grupo com CCR (p<0,001) e no
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Figura 1. Associacdo entre a presenca de céncer colorretal e
concentragdes séricas de malondialdeido (MDA uM/L), p=0,001

54£3,0
N

23+1,3

MDA nM/L

Estadiamento I1 Estadiamento 111

Figura 2. Associagé@o entre estadiamento clinico tumoral e
concentracdes séricas de malondialdeido (MDA uM/L), p<0,001

estudo de Marakala et al.”® em pacientes com cAncer da
orofaringe e cavidade oral, quando comparados com
individuos sauddveis. Resultados semelhantes também
foram encontrados em tecidos provenientes de tumores
malignos da laringe'®, da cabeca” e do estdmago'® em
relagao a tecidos sauddveis do mesmo individuo.

O estadiamento de uma neoplasia maligna indica o
grau de disseminagido e reflete a gravidade da doenga,
sendo, portanto, o principal fator que influencia no

Tabela 1. Associacdo entre a presenca de cirurgia prévia e concentracdes séricas de malondialdeido (MDA uM/L), p=0,323

Estresse oxidativo

Cirurgia prévia

Sem cirurgia

Total
prévia

Baixo (MDA <1,1 uM/L)

4 (80%)

1 (20%) 5 (100%)

Elevado (MDA >1,1 uM/L)

20 (57,1%)

16 (42,9%) 35 (100%)

p=0,323. Teste exato de Fisher. MDA: malondialdeido.

Tabela 2. Associacdo entre o tratamento de quimioterapia e concentracdes séricas de malondialdeido (MDA uM/L), p=0,523

Estresse oxidativo MDA (uM/L) Sl.fbr.netldo ? ) .Sem . Total
quimioterapia | quimioterapia
Baixo (MDA <1,1 uM/L) Abaixo de 1,09 4 (80%) 1 (20%) 5 (100%)
Elevado (MDA >1,1 uM/L) Acima de 1,09 28 (68,6%) 12 (31,4%) 35 (100%)

p=0,323. Teste exato de Fisher. MDA: malondialdeido.
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prognéstico dos pacientes oncoldgicos independente
da faixa etdria”. Estudos apontam que quanto maior
o estadiamento menor concentragio de antioxidantes
enzimdticos, como superdxido dismutase, ¢ nao
enzimdticos como vitamina E!%2%2! Além disso, foi
observado que, em amostras sorolégicas do mesentério e
do peritonio de pacientes em estdgios mais avangados, os
niveis de MDA foram mais elevados quando comparados
aos estdgios iniciais em pacientes com cincer colorretal'2.

Em um estudo de coorte, também foram encontradas
concentragoes mais elevadas de MDA em pacientes com
cAncer de cabeca e pescoco em estadiamento avancado
em relagio aos pacientes com estadiamentos iniciais,
assim como os pacientes com niveis maiores de MDA
tiveram pior progndstico?. Resultados semelhantes foram
encontrados por Goneng et al., em que pacientes com
estadiamento IV possufam valores plasmdticos de MDA
superiores aos pacientes com estadiamentos mais baixos.
Esses autores também relacionaram maiores concentragoes
de MDA com os pacientes que apresentaram metdstases”'.

No presente estudo, o estadiamento do CCR também
se associou positivamente ao estresse oxidativo (p=0,001).
Em estudo recente realizado em pacientes japoneses
portadores de CCR em diferentes estadiamentos®, foi
observada diferenca entre as concentragoes plasmdticas
de MDA dos portadores de CCR em todos os estdgios
quando comparados com MDA de individuos sauddveis.
No entanto, diferente do nosso estudo, nio encontraram
diferenca significativa entre os graus de estadiamento e as
concentra¢oes de MDA.

Alguns autores jd sugerem o uso do MDA como
marcador de gravidade do cincer. Dillioglugil et al.”
encontraram associagio positiva entre as concentragoes
plasmdticas de MDA e um biomarcador de gravidade
especifico para cincer de préstata. Farias et al.?
também sugerem a utilizagio de MDA como marcador
de gravidade em pacientes com CCR. Esses autores
encontraram associagao positiva entre o MDA e o
pior progndstico nesses pacientes ap6s tratamento
quimioterdpico, tais como: elevadas concentracées
de antigeno carninoembriondrio (CEA), que é um
biomarcador de gravidade para CCR, e entre niimero de
metastases.

Ressalta-se que o método de determinagio da
concentracio de MDA, por meio das substancias reativas
a0 TBARS, trata-se de um teste inespecifico, capaz de
sofrer interferéncias de outras substincias presentes na
circulagio como agticares, aminodcidos e bilirrubina.
No entanto, tem sido amplamente utilizado por ser um
método pritico, pouco invasivo, de baixo custo e de
facil execugio, capaz de ser detectado pela leitura em
espectofotdmetro®.
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O estudo apresentou as seguintes limitagoes: nao foram
coletados dados das doses de quimioterapia e radioterapia,
nem analisados os dados de ingestio de antioxidantes.

CONCLUSAO

As concentragoes plasmdticas de MDA foram
superiores no grupo cincer em relacio ao grupo sem
cincer, corroborando os dados semelhantes na literatura.
Em adicio, os niveis elevados de MDA foram associados
positivamente ao grau de estadiamento do tumor,
independente da terapia utilizada.

Sendo assim, os dados deste estudo sugerem o uso
do MDA como biomarcador, um método de fdcil
execu¢io e pouco invasivo, que pode ser utilizado tanto
na preven¢do como no controle do estado de estresse
oxidativo desses individuos. Sugere-se ainda a realizacio
de novos estudos para esclarecer as possiveis relagoes
entre estresse oxidativo, dose terapéutica administrada
e ingestao de antioxidante.
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Abstract

Introduction: The malondialdehyde (MDA) is an important biomarker for the detection of oxidative stress in biological
samples. Objective: The aim of the study was to analyze the association between serum levels of oxidative stress markers,
tumor staging and therapy in colorectal cancer, and to compare them with healthy individuals. Method: The sample
consisted of 40 colorectal cancer patients under chemotherapy and/or radiotherapy, and 80 healthy individuals were
recruited in a clinic specializing in oncology, in the period from January to June 2013. Oxidative stress was assessed
by lipid peroxidation which was based on thiobarbituric acid reactive species (TBARS). The results were calculated
according to a standard curve made with malondialdehyde. The tumor staging of colorectal cancer was obtained from
patient’ medical records. Statistical analyzes were performed using Fisher Exact Test and Mann-Whitney test, with p
value <0,05 defined as statistically significant. Results: Serum MDA concentration (mM/L) was 4,1 + 2,9 in the group
with cancer and 1,1 + 0,4 in the group without cancer (p= 0,001). In relation to tumor staging, average MDA was
2,3 + 1,5 among the group with early stage (II) and 5,4 + 3,0 between the group with advanced stage (III) (p<0,001).
There was no association between serum concentrations of MDA and therapy realized (p>0,05). Conclusion: Serum
concentrations of malondialdehyde were higher in the cancer group than in the group without cancer. In addition,
high levels of malondialdehyde were associated with the degree of tumor staging.

Key words: Colorectal Neoplasms; Oxidative Stress; Neoplasm Staging; Tumor Markers, Biological; Malondialdehyde;
Cross-Sectional Studies

Resumen

Introduccién: El malondialdehido (MDA) es un importante biomarcador para detectar el estrés oxidativo en muestras
bioldgicas. Objetivo: El objetivo del estudio fue analizar la asociacion entre los niveles séricos de marcadores de estrés
oxidativo, la estadificacién y el tratamiento en el cdncer colorrectal y compararlos con los sujetos sanos. Método: La
muestra consistié en 40 pacientes con cdncer colorrectal bajo tratamiento con radioterapia pero no necesariamente
recibieron quimioterapia, y 80 sujetos sanos fueron reclutados en una clinica especializada en oncologfa, entre el
periodo de enero a junio de 2013. El estrés oxidativo se evalué mediante la peroxidacién lipidica que se basaba en
las especies reactivas al dcido tiobarbitdrico (TBARS). Los resultados se calcularon de acuerdo con curva estdndar
hecha con malondialdehido. La estadificacién del cidncer colorrectal se obtuvo de las historias clinicas. Los andlisis
estadisticos se realizaron utilizando el Test Exacto de Fisher y Mann-Whitney, con el valor de p<0,05 definido como
estadisticamente significativo. Resultados: La concentracién sérica de MDA (mM /L) fue de 4,1 + 2,9 en el grupo con
cdncery 1,1 + 0,4 en el grupo sin cdncer (p=0,001). En relacién con la estadificacién del tumor, el promedio fue de
2,3 + MDA 1,5 en el grupo con estadificacién inicial (I) y 5,4 + 3,0 entre el grupo con estadificacion avanzada (III)
(p<0,001). No hubo asociacién entre las concentraciones séricas de MDA y terapia realizada (p>0,05). Conclusién:
Las concentraciones séricas de malondialdehido fueron mayores en el grupo con cdncer que en el grupo sin cdncer.
Ademis, los altos niveles de malondialdehido se asociaron de forma positiva con el grado de la estadificacién del tumor.
Palabras clave: Neoplasias Colorrectales; Estrés Oxidativo; Estadificacién de Neoplasias; Marcadores Bioldgicos de
Tumor; Malondialdehido; Estudios Transversales
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