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Esta tese foi elaborada de acordo com a Instrugdo Normativa 01/2012 do
Programa de Pos-graduagdo em Bases Gerais da Cirurgia da Faculdade de
Medicina de Botucatu, visando facilitar futuras publicagcdes. Esta subdividida em dois
capitulos redigidos como trabalhos independentes, de acordo com as normas
internacionais de publicacbes em periddicos; porém, com conteudos intimamente
relacionados, estando o primeiro na forma de Artigo de Revisao (Capitulo I) e o

segundo, na forma de Artigo Original (Capitulo II).

O Capitulo | “A role of diet in the interplay between sulfur-containing
antioxidant compounds and oxidative stress in esophageal cancer” apresenta o
referencial tedrico sobre a interagdo de agentes antioxidantes intracelulares e o

estresse oxidativo no cancer de esbfago.

O Capitulo Il “Efeitos da intervencdo nutricional pds-operatoria de vitaminas
do complexo B sobre os indicadores metabdlicos da via sulfurada e a sobrevida de
pacientes com cancer de es6fago” mostra os resultados obtidos com a
suplementagao de vitaminas do complexo B em pacientes com cancer de eséfago
avancado, assistidos pelo Departamento de Gastrocirurgia da Faculdade de
Medicina de Botucatu- UNESP.
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RESUMO

Em cada célula existe uma batalha entre a producdo de componentes
oxidantes provenientes do metabolismo aerdbico e antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos naturais. Entre eles, ha os compostos sulfurados. O estresse oxidativo
desenvolve um papel chave na produgédo de processos patolégicos crénicos como
cancer oral. Em uma revisao néo sistematica da literatura disponivel n6s verificamos
que o cancer de es6fago € conhecido por sua marcada variagao por regides
geograficas e etnia racial e diferengas dietéticas o que poderia contribuir com
algumas destas disparidades. Deficiéncias nutricionais de frutas frescas, vegetais e
fibras dietéticas sdo comumente referidas associadas com a presenca de cancer de
es6fago. Alem disso, consumo pesado de bebidas alcodlicas de tabaco, e outros
riscos de cancer podem interferir no consumo de vitaminas lipossoluveis e
hidrossoluveis e componentes dietéticos com potencial efeito anticancerigeno. Para
nosso entendimento a adequacgao de vitaminas do complexo B poderia permitir o

total efeito das defesas antioxidantes dos compostos sulfurados.

Palavras-chave: Homeostase celular oxi-reducéo; estresse oxidativo no cancer; Via

dos antioxidantes sulfurados; fator de risco dietético no cancer de eséfago.
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ABSTRACT

In every cell, there is an ongoing battle between the production of oxidants
components from the aerobic metabolism and the antioxidants of enzymatic and non-
enzymatic nature. Among the later are the sulfur-containing compounds. The
oxidative stress plays a key role in production of chronic pathological processes such
as oral cancer. In a non-systematic review of the available literature we found that
esophageal cancer is known for its marked variation by geographic regions and race
ethnicity and the dietary differences may account for at least some of these
disparities. Nutritional deficits in fresh fruits, vegetables and dietary fiber are
commonly referred as associated with the presence of esophagus cancer. Moreover
heavy consumption of alcoholic beverages and tobacco, the other risk factors for the
cancer, can interfere with the consumption of liposoluble and hydrosoluble vitamins
and dietary components with potential anti-carcinogenic effects. To our
understanding the adequacy of B-vitamins would allow the full effects of the sulfur-

containing antioxidative defenses.

Key words: cell oxi-reduction homeostasis; oxidative stress in cancer; sulfur

antioxidant pathway; dietary risk factor of esophageal cancer.

1 CELL OXI-REDUCTION HOMEOSTASIS

Aerobic life is connected with continuous production of free-radicals and
antioxidant defense which deals with reactive oxygen species (ROS) produced as a
consequence of aerobic respiration and substrate oxidation also concomitantly exist.
Free radicals are defined as molecules having an unpaired electron in the outer orbit
of electron shell. There are two facets of free-radicals in biology, they serve as
signaling and regulatory molecules at physiologic levels but as highly deleterious and

cytotoxic oxidants at pathologic levels'™.

Reduction-oxidation reactions determine cellular homeostasis. In every cell,
there is an ongoing battle between the production of various oxidants like ROS and

reactive nitrogen species (RNS) which are invariable components of the aerobic

Efeitos da intervencao nutricional pds-operatéria com vitaminas do complexo B sobre os
indicadores metabdlicos da via sulfurada e a sobrevida de pacientes com cancer de es6fago
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metabolism (respiratory chain, respiratory burst of phagocytes, autacoids
biosynthesis and P450 cytochrome activity) and intracellular antioxidants of
enzymatic (superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase), and non-
enzymatic (vitamin E, different thiols, ferritins removing iron and others) nature®.
Therefore cells have an elaborate defense against ROS that protects themselves
during normal metabolism and after an oxidative insult excessive production of ROS
or deficient antioxidant systems leads to cellular damage by oxidative stress.
Oxidant-antioxidant imbalance resulting in excessive accumulation of ROS is defined
as oxidative stress and is considered to play a key role in promotion of various
pathological processes including cancer®.

2 OXIDATIVE STRESS AND CANCER

Cancer develops from a clonal proliferation of altered cells at the sight of
local tissue injury, inflammation, and genomic instability. Modulation of gene
expression by oxidative damage affects carcinogenesis by altering the epigenetic
effects and chromosomal rearrangements. Epigenetic effects on gene expression
stimulate growth signals and proliferation, while chromosomal rearrangements

contribute to neoplasic progression®.

It is widely accepted that reactive species (RS) produce a broad range of
DNA damage including base and sugar modifications, base-free sites, DNA-protein
crosslinks, and strand breaks’. The most prevalent damage to purines is 7,8-
dehydro-8-oxoguanosine (8-oxoG), while the most common damage to pyrimidines is
the formation of thymine glycol (Tg). Modified bases generated by RS are highly
mutagenic and can induce base mispairing during DNA replication, generating

mutations that affect cellular physiology®.
3 OXIDATIVE STRESS AND MACROPHAGES INFILTRATION INTO THE TUMOR

Besides ROS also the generation of halogens (RHS) contribute to tumor
development, this time by inducing synthesis of proinflammatory molecules by

macrophages.

Efeitos da intervencao nutricional pds-operatéria com vitaminas do complexo B sobre os
indicadores metabdlicos da via sulfurada e a sobrevida de pacientes com cancer de es6fago
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Hypochlorous acid (HOCI) is a strong oxidant and cytotoxic agent. HOCI can
halogenate/oxidize pyrimidine and purine bases of DNA. High levels of HOCI
production are associated with chronic inflammation. Hence inflammatory-mediated
chlorination of pyrimidine (cytosine) residues in DNA may account for several DNA
alterations observed in human tumors®. The HOCI is found in phagocytes cells as the
final product of the reaction between H,O, and chloride ion that is catalized by

myeloperoxidase (MPO).

The infiltration of macrophages into the cellular mass is a common
characteristic of tumors and it has been shown that these cells play an important role
in initiating and promoting tumor'®'". The induction of a chronic inflammatory process
by tumor itself or its leukocyte-infiltrate may accelerate cancer growth and metastasis
(12). In both cases, the combined effects of ROS, cytokines as well as angiogenic
factors produced by tumor-associated macrophages and other inflammatory cells

explains the abnormal growth of healthy cells®"?.

Cellular damage by oxidation of macromolecules such as DNA, proteins or
membrane lipids is an important process during early carcinogenesis®'™'®. A
significant imbalance between ROS/RNS production and antioxidant defense can
explain all findings associating with tumor growth and a state of high oxidative
stress'®. The magnitude of the damage is therefore dependent on the body’s defense
mechanisms against free radicals. The metabolism of ROS in cancer cells is
drastically altered favoring at least two mechanisms; cancer cells produce large
amounts of ROS compared to non-neoplasic cells and suppression of antioxidant
system in cancer cells. ROS and RNS are important agents of DNA damage. They

are involved in both initiation and promotion of multi step carcinogenesis”.

The main cause of cancer related deaths is metastasis of the primary tumor.
The cascade involves detachment of cells from the original tumor, invasion through
the basement membrane, intravasation into the blood stream and extravasation from
the blood at distant site. Therefore successful metastasis requires remodeling of the
extracellular matrix changes in expression and localization of key tumor-related and
cytoskeletal proteins, proteases and growth factors. There are findings highlighting

the roles of intracellular and extracellular redox state in the induction and maintance

Efeitos da intervencao nutricional pds-operatéria com vitaminas do complexo B sobre os
indicadores metabdlicos da via sulfurada e a sobrevida de pacientes com cancer de es6fago
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of oxidative stress associated with cancer and metastasis via activation of survival

pathways, disruption of cells death signaling and increase in cell proliferation’”.
4 THE ROLE OF SULFUR-CONTAINING ANTIOXIDANTS IN CANCER

Free radicals are known to be highly reactive species that have been
implicated in the pathogenesis of cancer. The removal of free radicals is achieved
through enzymatic and non-enzymatic reactions. Superoxide dismutase (SOD) alters
toxic superoxide radicals to H,O,. Catalase (CAT) converts H,O, to molecular oxygen
and water. Glutathione peroxidase (GPx) also catalyses the convertion of H,0O, to
water. There are also radical scavengers like vitamins, thiols and others located intra
and extracellularly'®. Depending on the order of their corresponding redox potentials,
it is common for one antioxidant to regenerate another one from its oxidized species.
Studies showed that SOD enzyme activity increases when the effectiveness of other
enzymes decrease. The induction of SOD in turn leads to the protection of GPx
activity and glutathione (GSH) has a mild sparing effect on vitamins C and E through

its role as a reducing agent®.
5 SULFUR-CONTAINING ANTIOXIDANT COMPOUNDS

Sulfur-containing compounds are found in all body cells and are
indispensable for life. Some of sulfur-containing antioxidant compounds are cysteine
(Cys), methionine (Met), taurine (Tau), glutathione (GSH), lipoic acid and
mercaptopropionyl glycine. Their antioxidative activities follows a general trend, the
more highly reduced forms are stronger antioxidants. Dihydrolipoic acid is the most
effective antioxidant. It contains two sulfhydryl groups and can undergo further

oxidation reaction to form lipoic acid.

Sulfur, as a part of sulfydryl groups, forms thioester linkages that are
necessary for the activation of molecules such as acetate. Sulfur atoms are also
important in the iron-containing flavoenzymes, such as, succinate dehydrogenase
and NADH dehydrogenase. In addition, sulfur atoms in Cys are responsible for the
major covalent cross-links in protein structures, by the formation of disulfide bridges

between two Cys molecules, which are important in stabilizing protein conformation.

Efeitos da intervencao nutricional pds-operatéria com vitaminas do complexo B sobre os
indicadores metabdlicos da via sulfurada e a sobrevida de pacientes com cancer de es6fago
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Unlike humans, plants can use inorganic sulfur to synthesize sulfur-
containing amino acids. Therefore, plants are an important source of sulfur for
humans. Fruits and vegetables contribute over 50% of dietary GSH, while meats

contribute less than 25%.

The term thiol refers to compounds containing sulfur. Among plasma thiols,
total Cys is the most abundant, followed by the Hcy and GSH. These thiols are in a
dynamic relationship through thiol-dissulfide exchanges and redox-reactions. The
albumin cysteine-34 SH group is believed to be important for protection against
oxidative stress. The antioxidant role of albumin in plasma is fortified by its Cys-34

residue, which can directly participate in radical scavenging.

In stressed and inflammatory states, sulfur amino acids metabolism adapts to
meet the increased requirements for Cys as a rate-limiting substrate for GSH.
Therefore Cys is now widely recognized as a conditionally essential (or indispensible)
sulfur-amino acid. It plays a key role in the metabolic pathways involving Met, Tau
and GSH (figure 1), and may help fight chronic inflammation by boosting antioxidant

status’®.

Methylthioadenosine

-"C Spermidine
ATP Putrescine
[ethonine]——\— saw
2,10-THF #—— THF
C acceptor
12 CHs-acceptor

5-THF \d

Gly Ser b6

ATP ATP

@ * / \/ Cys >

Glu

Figure 1: The methionine cycle and derived synthesis of homocysteine, glutathione and taurine.
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GSH, a Cys containing tripeptide is the most abundant endogenous non-
protein thiol in cells. GSH is a major component of the cellular antioxidant system.
Depletion of GSH results in increased vulnerability of the cell to oxidative stress. The
GSH levels of tissue are not regulated by synthesizing enzymes alone, but rather by
the combination of a sulfur-containing amino acid supply and metabolism. Sulfur
containing amino acids play a role in determining the flux of Cys between Cys

catabolism and GSH synthesis.

The GSH synthesis pathway is one of the five major biochemical pathways of
the methionine metabolism (figure 1). GSH synthesis is preceded by
transmethylation/remethylation pathway (through folate/B12 dependent reactions)
and trans-sulfuration pathway (through vitamin B6 dependent reactions). Hcy is
formed from transmethylation of Met to S-adenosyl-methionine (SAM) and Hcy is
mostly remethylated to Met and minorly trans-sulfurated to Cys which can be further

incorporated to protein or GSH or metabolized to Tau (figure 1).

Tau, a non-protein sulfur amino acid, is the most abundant free amino acid in
the body. It is derived from Met and Cys metabolism in vivo (figure 1), and is also
readly absorbed from the diet. Tau is present in high concentrations in most tissues,
particularly in pro-inflammatory cells, such as polymorphonuclear phagocytes and in
retina. Tau scavenges HOCI and therefore partially scavenges ROS and prevents

changes in membrane permeability following oxidant injury.
Sulfur-containing amino acids homeostasis

The Met salvage pathway is important for Met conservation in cells that
synthesize large amounts of polyamines (putrescine and spermidine) (figure 1) for
the cells cycle?. Deficiencies in the salvage pathway are responsible for many kinds

of tumors.

The Met cycle is responsible for synthesis of SAM, the major biological
methyl donor for molecules such as DNA (trans-methylation pathway). The Met cycle
is also responsible for producing Hcy, for converting SMTHF into THF which is used

t21

in the remethylation reaction of Hcy to Met“'. The trans-sulfuration pathway connects

the Met metabolic pathways to the generation of Cys, GSH and Tau. The first step of

Efeitos da intervencao nutricional pds-operatéria com vitaminas do complexo B sobre os
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trans-sulfuration involves the formation of cystathionine from Hcy and Ser. Once

formed cystathionine is cleaved releasing free Cys® (figure 1).

When Hcy levels are low, Cys flux through the trans-sulfuration pathway
becomes down regulated in order to conserve Hcy for the Met cycle. In the presence
of high Cys levels cystathionine is directed into the GSH and Tau synthesis
pathways. Thus, Cys levels are considered the limited step in liver GSH synthesis
(major source of plasma GSH). Approximately half of the Cys used for GSH
anabolism is derived from Met that was synthesized from the trans-sulfuration
pathway?’. On the other hand, half of the circulating Cys is derived from GSH

breakdown.

Hcy can enter the trans-sulfuration pathway (10%) and be metabolized into
cystathionine or be re-methylated (90%) into Met (figure 1). The existence of multiple
routes for Hcy metabolism is consistent with the requirement for efficient product

removal to prevent its accumulation in the cell®.

The trans-sulfuration pathway is sensitive to pro- and antioxidants, which
enhance or diminish Hcy flux?>. On the other hand, trans-sulfuration pathway provide
the amount of Cys required to synthesize the cellular redox-controlling molecules like
GSH and Tau, that protect the molecular constituents of cells against RS-induced

damages.
6 SULFUR-DERIVED REDOX HOMEOSTASIS IN CANCER

Alterations in intracellular redox homeostasis increase the rate of base
mispairing due to base oxidation, alterations in gene expression and chronic
inflammatory processes thus inducing tumor progressiong. The increase in oxidized
protein level resulted by the depletion of functional proteins by RS leads to higher
recycling of oxidized proteins by the ubiquitin system, increasing the amino acid

requirement for protein synthesis, specially Met and Cys®*.

The Met cycle plays an important role in cell physiology. It is place where

SAM biosynthesis occurs in a reaction catalyzed by methionine adenosyltransferase.
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SAM is the major biological methyl donor for other molecular such as DNA? resulting

Hcy from this transmethylation reaction (figure 1).

Furthermore Met is produced by remethylation of Hcy in a Met synthase
reaction using Tetrahydrofolate (THF) as cofactor (figure 1). It is demonstrated that
approximately 50% of all tumors are incapable of proliferationg when Met is replaced
by Hcy, resulting in cell arrest, and eventual death®®. It is likely that the elevated
production of Hcy by cancer cells is an adaptation that has allowed tumor cells to
survive and colonize®. The absoluted requirement for Met by tumor cells is known as
“Met-dependency” or “Met-stress”?’. The molecular mechanism is not completely
known but may be triggered by high transmethylation rates and hyper production of

20

Hcy“". The accumulation and export of Hcy probably impairs Cys biosynthesis

possibly affecting the major enzymes in the trans-sulfuration pathway®.

Hcy has auto-oxidative potential, since free Hcy contains a free thiol group,
this molecule can react with itself to form homocystine or albumin and Cys to

increase ROS/RNS production to enhance oxidative stress?.

The first step of trans-sulfuration pathway (cystathionine B-synthase; CS) is
activated by SAM in order to remove Hcy. Redox regulation of CS activity to pro- and

antioxidants, enhances or diminishes Hcy flux through the trans-sulfuration®.

7 THE TRANS-SULFURATION PATHWAY ROLE TO THE TUMOR
PROGRESSION

The trans-sulfuration pathway is necessary to maintain intracellular redox
homeostasis controlling the tumor progression. This pathway is necessary for cellular
physiology because it connects the Met metabolic pathways to the generation of Cys,
GSH and Tau as well as conserving or accelerating Hcy utilization. Moreover Cys is
the amino acid limited for GSH formation and half of Cys levels are maintained by the
breakdown of GSH?.

Alterations in GSH levels are associated with numerous human disease,
including cancer. Considering the homeostatic redox buffer function of GSH and its

role in inactivating some carcinogens and protecting cells against DNA-damaging
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free radicals and lipid peroxidation, it is plausible that tumor cells may need more
GSH for their survival than other cell types®. Tumors that are multidrug and radiation
resistant are found to have high GSH content®®. Under metastatic conditions, high
levels of GSH can support a rapid cell cycle, an elevated rate of DNA synthesis and a
block in cell apoptosis®'. Thus, GSH can be characterized as a double edge sword,
protecting non-tumor cells against oxidative stress induced by metabolism (e.g. Hcy)
or exogenous compounds and at the same time, protecting tumor cells from
apoptosis and chemotherapeutic treatments, though furthering tumor development

and metastasis®.

The precise molecular mechanisms of macrophage inducing tumor remain
poorly understood, but it is well established that once a cellular mass becomes
infiltrated by macrophages, the ability of tumor tissue to survive the immune
response increases exponentially. Hence, considering that Met-dependent tumors
produce large amounts of Hcy from Met, it is plausible that Hcy is one of the signals

required to recruit macrophages to the site of tumor cells®.

Since reduced free Hcy contains a free thiol group, this molecule can react
with itself to form homocystine and increase RS production. Plasma levels of reduced

free Hey are found to enhance oxidative stress?®.

It is possible that tumor cells induce a local hyper homocyst(e)ine that
recruits a sub population of macrophages. Once established, the macrophages
trigger a series of biochemical events that result in the increased synthesis of
proinflammatory molecules, RS, halogenated pyrimidines, angiogenic and growth
factors, and create an optimal cellular microenvironment. This way lead to the
selection and stimulation of cells with the ability to evade the immune system and
colonize other tissues. Thus metabolic deficiencies in the trans-sulfuration pathway,
especially those resulting cellular homocyst(e)ine accumulation, are directly
correlated with chronic inflammation and it is likely that the elevated production of
Hcy by Met-dependent cancer is an adaptation that allows tumor cells to survive and

colonize a constantly changing, biological environment?®.
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On the other hand, under normal conditions Tau controls cells and tissue
levels of chloride and HOCI by reacting with these molecules to generate taurine
chloramines (Tau-Cl). Hence Tau can protect cells from oxidant-induced injury by
forming Tau-Cl. Tau-Cl is formed by the direct reaction of Tau with hypochlorous
acid, which is generated by the myeloperoxydase-catalyzed oxidation of H,O, during
the respiratory burst. Chlorotaurine decreases both nitric oxide (NO) and tumor
necrosis factor (TNF) secretion by the activated macrophages in a manner that
involves changes at the transcriptional and translational levels of inducible nitric
oxide synthase (iNOS) and TNF expression respectively, as well as by inhibiting
iINOS itself*%.

The Tau-Cl downregulates the immunologic response by reducing the
production of proinflammatory mediators like nitric oxide, tumor necrosis factor alpha,
prostaglandin E2 and monocyte chemotactic protein 1, which blocks the cascade

effect of chronic inflammation that leads to tumor progression™?.

Thus it seems that tumor cells control their proliferation by increasing Met
availability and transmethylation while the higher Hcy formation is usefull to attract
residual macrophages and blood phagocytes that allow growth factors and cytokines
necessary for inflammation and tumor progression. The trans-sulfuration pathway
(through Hcy removement and formation of Cys and Tau) along with folate-stimulated
remethylation of Hcy would impair these tumor-favored redox homeostasis probably
favoring the tumor-host.

8 ESOPHAGUS CANCER

Increased oxidative stress associated with disturbances in antioxidant
defense system has been implicated in the pathogenesis of several diseases, most

notably oral cancer.

The primary targets of peroxidation by ROS are the polyunsaturated fatty
acids in the membrane lipids. The decomposition of these lipids yields a variety of
end products such as lipid hydroperoxides and malondialdehyde (MDA). The levels
of these end products indicate the extend of lipid peroxidation and serve as a marker

of cellular damage caused by free radicals. Increased levels of MDA and NO
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indicated an increase in the oxidative stress in oral-squamous cell carcinoma (OSCC)

patients associated with a deficient antioxidant defense mechanism®.

Cancer remains one of the top killers despite the many breakthroughs in our
understanding of the biology and molecular pathogenesis of this disease. OSCC is

the sixth most common malignancy and a major cause of morbidity and mortality34.
Prevalence and risk factors

Esophageal cancer is known for its marked variation by geographic regions
race ethnicity and gender. In the US it accounts for only 1% of all diagnosed cancers,
however, it is the seventh leading cause from cancer among men*°. Esophageal
cancers are predominately squamous cell carcinoma (SCC) and use of tobacco,
moderate to heavy alcohol ingestion, low income and infrequent consumption of raw
fruits and vegetables accounted for more than 98% of the SCC rates among both

white and African American men.

The highest incidence of esophageal SCC is found in northwestern China
were the main risk factors are described of drinking very hot and salted tea, boiled
with milk, a diet rich in meat, specially salted, dry and/or smoked meta, and dairy

products®’.

Nutritional deficits in fresh fruits, vegetables and dietary fiber are commonly
referred as associated with the presence of esophagus cancer in americans®®,
germans®, chinese®’. The protective effects of fruits and vegetables were seen

specially those eaten raw.

Fruits and vegetables contain various micronutrients and dietary components
with potential anti-carcinogenic effects. One of these micronutrients, vitamin C,
blocks the endogenous formation of N-nitroso compounds, which are linked to risk of

esophageal cancer®.

Dietary differences may account for at least some of the disparity in
esophageal cancer incidence among racial and ethnic groups. Moreover it is difficult

to disentangle the influence of dietary and nutritional factors from the potent effects of
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alcohol and tobacco. In particular, heavy consumption of alcoholic beverages can

interfere with the consumption and use of a variety of nutrients, including liposoluble

and hydrosoluble vitamins, zinc and protein4°. Smokers appear to have lower intake

of several nutrients including vitamin C, than non-smokers*'.

In conclusion, dietary deficiency of vitamin sources would play a major role in

OSCC by impairing sulfur-antioxidant pathway and thus oral-supplementation of

pathway-related B-vitamins would be worthwhile for patients survival.
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RESUMO

Objetivo: verificar a influéncia da suplementagao das vitaminas B,, Bg, B12 € folato
na via metabdlica dos aminoacidos sulfurados. Método: foram triados 26 pacientes
(58,4 + 11,8 anos) com cancer de es6fago (CAE) e 20 individuos adultos saudaveis
(27 = 8,4 anos) para controle. Apos o diagnostico de CAE os pacientes foram
submetidos a avaliagdo nutricional, exames bioquimicos gerais e avaliagdo do
metabolismo sulfurado no momento MO e distribuidos aleatoriamente em dois
grupos G1 e G2 para receberem suplementagédo com placebo e vitaminas (B, B,
By, e folato) por 15 dias (M1), com inversdo da suplementacdo nos 15 dias
subsequentes (M2). Resultados: houve predominancia masculina, raga branca,
tabagismo, etilismo, tipo histolégico carcinoma espinocelular e estadiamento EIV. A
sobrevida média foi de 7,1+6,0 meses. O indice de massa corporal (IMC) em 46%
dos pacientes = <18 kg/m? (15,9 + 1,7 kg/m?); A global porcentagem de perda de
peso = 21,3113,4%. As comparagdes estatisticas mostraram albuminemia, glicemia,
colesterolemia, folacemia, valores de metionina, homocisteina (Hcy), glutamato e
glutationa (GSH) e glutationa oxida (GSSG) semelhantes entre os grupos. Houve

diferengas entre os grupos nos valores de B2, y-glutamiltransferase, taurina, serina,
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glicina e glutamina. Apos a intervencdo observou-se elevacdo de HDL-colesterol,
Leucocitos, By, e diminuigdo de Linfocitos e Hcy sem afetar os valores de
malondialdeido (MDA), GSH e GSSG. Conclusao: a suplementagcédo vitaminica
promoveu modificagdes de indicadores do estado de oxi-reducdo associados a

melhoria da saude, porém sem alteragdes significativas com a sobrevida.

Palavras-chave: Cancer de eséfago; Defesa antioxidante; Desnutrigio;

Metabolismo da glutationa

ABSTRACT

Purpose: To assay the effect of vitamins B,, Bg, B12 and folate supplementation in
the metabolic pathway of sulfur amino acids. Methods: We were screened 26
patients (58.4 + 11.8 years) with esophageal cancer (CAE) and 20 healthy adult
subjects (27 + 8,4 years) were used as a control group. After the diagnosis of CAE
the patients underwent nutritional assessment, general biochemical exams and
general sulfur metabolism at MO. All the subjects were randomly assigned into two
groups G1 and G2 to receive supplementation with placebo and vitamins (B, Bg, B2
and folate) for 15 days (M1) with inversion of supplementation in the next 15
subsequent days (M2). Results: There was a predominance of male, white race,
smoking, alcohol consumption, squamous cell carcinoma histology and staging EIV.
The average survival time was 7.1+6.0 months. The body mass index (BMI) in 46%
of patients was <18kg/m? (15.9+1.7kg/m?); the percentage of overall weight loss=
21.3x13.4%. Statistical comparisons showed albumin, glucose, cholesterol,
folacemia, methionine, homocysteine, glutamate gluthatione (GSH) and gluthatione
oxidized (GSSG) values similar between the groups. There were differences between
the groups in the levels of Bq,, y-glutamyl transferase, taurine, serine, glycine,
glutamine, GSH and GSSG. After the intervention there was an increase of HDL-
cholesterol, leukocytes and Bi, and decreased lymphocytes and Hcy without
affecting the values of malondialdehyde, GSH and GSSG. Conclusion: the vitamin

supplementation promoted changes in indicators of redox status associated with
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improved health (increased B12 and HDL cholesterol and decreased Hcy), but no

significant changes with survival.

Key words: Esophageal cancer; Antioxidant defense; Undernutrition; Gluthatione

metabolism

1 INTRODUCAO

Entre os diversos tipos de cancer que acometem homens e mulheres, o
cancer de esdfago (CAE) é o 8° mais incidente e o 6° em mortalidade no mundo’. No
Brasil, é o 8° tipo mais incidente, correspondendo a um risco estimado de 8/100 mil
casos novos em homens e 3/100 mil casos novos em mulheres. E mais
preponderante em pessoas acima de 50 anos e parece estar relacionado a condi¢ao
socioecondmica baixa, a etnia afro-americana e ao género masculino®>*. A etiologia
do CAE envolve associacdo de diversos fatores de risco intrinsecos como historia
familiar, genética, idade, e fatores extrinsecos, como: consumo de alcool, tabagismo,
ingestdo de bebidas e/ou alimentos muito quentes, exposicdo a nitrosaminas,
infeccbes locais por fungos, deficiéncias de vitaminas (por diminuicao de frutas e
vegetais frescos). Outros fatores, como a inflamagédo provocada pela doenga do
refluxo, esofagite e esbdfago de Barrett, também podem iniciar o processo de
carcinogénese®°®.

Entre os tipos histologicos mais frequentes que acometem este cancer, o
carcinoma espinocelular (CEC) parece estar diminuindo em detrimento ao aumento
do adenocarcinoma (ADE) em paises ocidentais®®. De acordo com Kubo et al.
(2010)’, a incidéncia do tipo ADE de es6fago aumentou 500% nas Ultimas décadas.
Diferentemente do CEC, o ADE é mais incidente em homens caucasianos, do que

em negros afro-americanos’.

O quadro clinico caracteristico desta doenga consiste em disfagia seguida
pela diminuigdo progressiva de alimentos solidos para liquidos, com importante
perda de peso. Estima-se que a sobrevida média apds o aparecimento dos sintomas

seja de oito meses para casos nédo tratados; no entanto, de acordo com o INCA
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(2012)?, a sobrevida acima de cinco meses & rara. Este progndstico ruim esta
relacionado ao estagio avangado da doenga no momento do diagnostico, a baixa
ingestdo de alimentos e as alteragbes metabdlicas decorrentes do desenvolvimento

da doenca?®.

Em publicacao anterior®, foi encontrado que os pacientes, quando procuram
o sistema de saude, apresentam estado avangado da doencga (grau lll e IV de
acordo com TNM/UICC)' e com perda de peso grave (>10%), o que favorece o

aumento das complicagdes pos-cirurgicas e a mortalidade precoce.

Fatores como deficiéncias nutricionais por decorréncia da diminuicdo de
frutas frescas, vegetais e fibras alimentares sdo comumente referidos como
associados com a presenca de CAE em americanos'’, alemaes'?, chineses'. Os
efeitos protetores de frutas e vegetais sdo vistos, especialmente, quando estes
alimentos s&o consumidos crus'®. Frutas e verduras contém varios micronutrientes e
componentes alimentares com potenciais efeitos anticancerigenos. Um desses
micronutrientes, a vitamina C, bloqueia a formacdo endégena de compostos N-

nitrosos, que estdo ligados ao risco de CAE ™.

Diferencas na dieta podem ser responsabilizadas por algumas disparidades
na incidéncia de CAE entre os grupos raciais e étnicos. Além disso, € dificil separar
a influéncia de fatores alimentares e nutricionais dos potentes efeitos do alcool e do
tabaco. Em particular, o consumo excessivo de bebidas alcodlicas pode interferir no
consumo e na utilizacdo de uma variedade de nutrientes, incluindo as vitaminas
lipossoluveis e hidrossoluveis, zinco e proteina. Adicionadamente, os fumantes
parecem ter menor ingestao de varios nutrientes, incluindo a vitamina C, do que os

nao fumantes’®.

O consumo de alimentos frescos, principalmente frutas e verduras cruas, é
importante veiculo de compostos antioxidantes com capacidade de inibir e/ou
diminuir o desequilibrio entre a defesa antioxidante e a produgdo de espécies
reativas do oxigénio e do nitrogénio (ROS/RNS), bem como outros tipos de radicais

livres. Estes radicais, geralmente quando em excesso, reagem com o DNA, RNA,
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proteinas e/ou lipidios favorecendo danos importantes ao metabolismo celular
13,14

proporcionando a transformagéo maligna

Baixas quantidades de ROS/RNS sdo bem toleradas pelas células; no
entanto, a formagdo excessiva destas espécies reativas, incluindo peroxido de
hidrogénio (H202) e o anion superoxido (Oy) induzem ao estresse oxidativo. A
glutationa (GSH), juntamente com superoxido dismutase (SOD), catalase,
tioredoxina redutase e outros compostos intracelulares com fungédo redox atuam
como detoxificadores de ROS/RNS e protegem a célula do dano oxidativo. A GSH
pode diretamente limpar os radicais livres e perdxidos que se acumulam na célula
durante o estresse oxidativo, por meio da formacdo de dissulfeto ou pela sua
oxidacao a glutationa oxidada (GSSG). Esta funcdo redox da GSH é a sua fungao
mais importante, cujas reagdes sao catalisadas pelas enzimas glutationa oxidase
(GPx) e glutationa redutase (GR)"™. A sintese de GSH ocorre no final do
metabolismo da Met, cuja via € dependente de algumas vitaminas do complexo B
(B2, Bs, B12 e folato).

Mostrou-se, anteriormente, que pacientes com cancer de esobfago
apresentam concentragdes plasmaticas elevadas de taurina (Tau) e homocisteina
(Hey)'®. A hiperhomocisteinemia pode estar refletindo possivel deficiéncia
vitaminica, visto que esses pacientes frequentemente apresentam privagao
alimentar devido a disfagia, além de ser comum a incidéncia de hipovitaminose (B,
Bs, B12 e folato) em consumidores de alcool’'®. Essas vitaminas desempenham
funcdo no metabolismo da Hcy, por meio das vias de remetilagao e transulfuragao.
Apds a transmetilagdo da metionina, cuja reagdo produzira homocisteina e
adenosina, a homocisteina pode seguir dois caminhos: ser convertida novamente
em metionina em reacédo dependente de folato e vitamina B4, (via da remetilagéo);
ou condensar-se com a serina e produzir cistationa, cuja reacdo € dependente de
vitamina Bg (via da transulfuragao)'®%.

No CAE, ha predominio do estado pro-oxidante, tendo em vista que esta
doenca pode ser classificada como inflamagdo crénica. Seus portadores
apresentam, geralmente, deficiéncias nutricionais importantes, favorecendo o

comprometimento da capacidade antioxidante e do estado imunologico, com
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diminuicdo de qualidade de vida e com baixa sobrevida. Ha, na literatura, evidéncias
de associagao da alteracao do padrao dietético com o CAE. Visto que o estado de
deficiéncia nutricional pode afetar a via sulfurada com consequéncias antioxidantes
e imunitarias, uma suplementacao de vitaminas envolvidas no sistema de protegao
celular, como o sistema GSH, poderia melhorar a capacidade orgénica contra o
desenvolvimento do céancer. No entanto, ndo foram encontrados trabalhos com
intervencdo de vitaminas do complexo B (B, Bs, B2 e folato) no CAE e/ou no
sistema GSH/GSSG. Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a influéncia da
suplementacdo das vitaminas hidrossoluveis na via metabdlica dos aminoacidos

sulfurados e na sobrevida de pacientes com CAE.
2 METODO

O presente trabalho consistiu de estudo observacional, prospectivo e
cruzado com placebo realizado em pacientes portadores de CAE avancgado,
internados na enfermaria de gastrocirurgia do Hospital das Clinicas de Botucatu. A
amostra foi espontdnea e o tamanho amostral foi estabelecido de acordo com a
demanda de pacientes admitidos na enfermaria de gastrocirurgia, no periodo de
maio/2009 a maio/2011. O tamanho amostral foi de 26 pacientes (24 homens e duas
mulheres), com idade média de 58,4 + 11,8 anos. Dos 26 pacientes que iniciaram o
estudo, 14 faleceram antes de completar a intervengédo (momento M1) e um paciente
faleceu antes de terminar o protocolo completo de suplementagdo. Portanto, 11
pacientes completaram o estudo (Figura 1). O grupo controle saudavel consistiu em
20 adultos (10 homens e 10 mulheres) com idade média de 27+8,4 anos, também
utilizado em publicagdo anterior?'. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP - Of.403/08-CEP (Anexo 1). Todos os
sujeitos concordaram em participar do estudo e, em anuéncia, assinaram o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido.

Os pacientes foram avaliados por meio de endoscopia, biopsia,
broncoscopia e tomografia computadorizada toraco-abdominal para certificagdo do
diagndstico de CAE e determinagdo do estadiamento, conforme a classificagao
TNM'™. A partir do diagndstico, os pacientes foram submetidos a avaliacéo

nutricional, exames bioquimicos gerais e avaliagdo do metabolismo sulfurado, no
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momento basal (M0) e em dois outros momentos (M1, M2), apds serem distribuidos
em dois grupos aleatoriamente para receberem suplementagdo com vitamina (G1) e
placebo (G2) por 15 dias (M1), com inversdo das suplementagdes nos 15 dias
subsequentes (M2). A sobrevivéncia foi determinada pela data da endoscopia até a

data do obito.

Os pacientes foram acompanhados ambulatorialmente. A suplementacao
vitaminica seguiu de acordo com as recomendacdes da Dietary Reference Intake
(DRI1)?? para homens e mulheres adultos. Cada participante recebeu um conjunto 15
flaconetes com vitaminas ou placebo. Os flaconetes com vitaminas continham 10 ml
de solugéo de xarope contendo as seguintes vitaminas: riboflavina (B2), piridoxina
(Bs), cobalamina (B12) e acido félico. Os flaconetes placebo continham 10 ml de
solucao de glicose com corante com cor, sabor e textura semelhante ao xarope com
vitaminas (Anexo 2). Cada paciente foi orientado a ingerir um flaconete por dia, junto
com sua dieta oral ou enteral e guardarem os flaconetes vazios para serem

entregues a pesquisadora no momento da préxima avaliagéo.
Protocolo de Avaliacéo

A avaliagao nutricional foi constituida de antropometria (peso, altura e IMC -
quilograma/m?), sendo os resultados comparados aos da World Health Organization
(WHO)23; porcentagem de perda de peso - %PP (peso habitual — peso atual x 100 =
peso atual), cujos resultados foram classificados de acordo com os critérios proposto
por Blackburn et al. (1977)24 composicao corporal obtido pelo exame de
bioimpedancia elétrica (BIA) por meio do aparelho modelo Biodinamics® (modelo
450, USA)?; Avaliagdo Nutricional Subjetiva (ANS)?®; anamnese alimentar por meio
do recordatorio de 24h, em que as medidas caseiras foram convertidas em gramas
ou mililitros, com a finalidade de possibilitar a analise quimica do consumo
alimentar, por meio do programa Nutrilife versdo 8 (2012). Os valores de referéncia
das vitaminas do complexo B foram determinados conforme DRIs??. Para o Valor
Energético Total (VET) utilizou-se a recomendacéao de 20 a 45 kcal/kg/dia e, para as
proteinas considerou-se a recomendacdo de 1,0 a 2,0 g/kg/dia conforme o
Consenso Nacional de Nutricdo Oncoldgica®’. Durante o periodo de estudo, foi

recomendado aos pacientes manterem as orientacbes nutricionais recebidas dos
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nutricionistas assistentes do Ambulatério de Gastrocirurgia da Faculdade de
Medicina de Botucatu-UNESP.

Os exames bioquimicos foram realizados em amostras de sangue coletadas
por meio da puncdo venosa, apos jejum de 12 horas. Os indicadores de filtragdo
glomerular (creatinina e ureia), de fungdo hepatica (y-glutamiltransferase — y-GT),
albumina, calcio, glicose, perfil lipidico (triacilglicerdis, colesterol e fragdes) e acido
urico foram mensurados dentro de 4 horas apods a coleta, por meio do método de
quimica seca (Vitros System, Johnson & Johnson, USA). Proteina-C-reativa ultra-
sensivel (PCR-us), insulina, vitamina B+, e folato foram analisados utilizando método
de quimiluminescéncia (Immulite 2000, Siemens Healthcare Diagnostics, Germany).
O indice de resisténcia insulinica HOMA-IR foi obtido por meio de calculo descrito
por Levy et al. (1998)%. As analises dos aminoacidos (metionina (Met), cisteina
(Cys), serina (Ser). Glicina (Gly), glutamina (GIn), glutamato (Glu), Hcy, Tau), bem
como das concentragbes de malonildialadeido (MDA), GSH e GSSG foram
realizadas pelo método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High

Performance Liquid Chromatography — HPLC), utilizando sistema Shimadzu.
Analise Estatistica
Os resultados estao apresentados como média + desvio padrao.

Para cada individuo, foi calculada a variacao relativa das variaveis, definida

por: G1 = Xysgias — Xodias / Xodias € G2 = Xaodias — X15dias / X15dias

Foi aplicado o teste de Kolmolgorov-Smirnov para verificar a homogeneidade
da amostra. Para comparagao entre as suplementagbes (placebo e vitaminica),
efeito das suplementacdes (G1 e G2) foi feita analise de variancia (ANOVA - one

way), seguida de teste post hoc HSD de Turkey.

Para a comparagao entre os dois momentos de suplementagao (G1 e G2),

foi plicado teste t de Student pareado.

O nivel de significancia adotado foi de p<0,05 (5%). O tratamento estatistico
foi realizado pelo software STATISTICA 5,0.
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3 RESULTADOS

As caracteristicas demograficas e comportamentais do grupo de pacientes
sdo apresentadas na Tabela 1. Houve predominancia masculina (92,3%), racga
branca (84,6%), habitos de tabagismo e etilismo frequentes, 88,5% e 84,6%,
respectivamente. Localizagdo no tergo médio do esbfago, tipo histologico CEC e
estadiamento E IV foram as caracteristicas clinico-patoldgicas predominantes. Os
sintomas mais frequentes foram a disfagia e a odinofagia com duragao média de 3,6

+ 2,7 meses.

A média de sobrevida dos 26 pacientes foi de 7,1 £ 6,0 (1 - 24) meses,
sendo que a maioria (81%) nao ultrapassou a média do grupo, conforme

apresentado na Tabela 2.

O diagnéstico nutricional mostrou que a média do IMC foi de 20,5 + 5,9
kg/m? (Tabela 3); no entanto, 46% dos pacientes apresentaram desnutricéo proteico-
energética com IMC abaixo de 18 kg/m? (15,9 + 1,7 kg/m?). Quanto a perda
ponderal, a %PP foi em média de 21,3 + 13,4% nos seis meses anteriores ao
diagndstico. Os dados levantados pela avaliagdo nutricional subjetiva mostraram que
100% dos pacientes substituiu a dieta de hipocalérica para liquida, sendo que, por
este modelo de diagnostico, 58% (n = 15) destes pacientes estavam em estado de

desnutricdo grave e 40% (n = 11) em desnutricdo moderada.

O recordatorio de 24h mostrou, nos momentos M0, M1 e M2, que os valores
do VET encontrados mostraram variagao de 650 kcal/dia a 1851 kcal/dia em que a
média foi de 1200 £ 372 kcal/dia. A média de proteina ingerida por dia foi de 1,1
0,6 g/dia; porém, a distribuicdo dos carboidratos e lipidios e vitaminas B, Bg, B4, dos
pacientes apresentava-se dentro das recomendacdes das DRIs para a idade, exceto
pela ingestdo média de folato, que ficou abaixo da necessidade estimada, 182 +
81ug/d (DRI 320 ug/d).

Comparativamente ao grupo controle, os pacientes eram mais idosos, de
menor IMC, com albuminemia, glicemia, colesterolemia, trigliceridemia e folacemia

semelhantes, assim como as concentragdes plasmaticas dos metabolitos
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nitrogenados (Tabela 3). Entretanto, o grupo de pacientes apresentou diferengas
com o grupo controle para vitamina Bq, e y-GT (Tabela 3). Adicionalmente, os
grupos foram semelhantes em Met, Hcy, Glu e GSSG/GSH. Para os demais
aminoacidos, GSH e GSSG, os valores observados nos pacientes foram sempre

menores (Tabela 4).

O efeito da intervencdo tanto vitaminica, quanto placebo resultou em
redugdo de massa corporal e ureia plasmatica. Com a suplementagao vitaminica
houve elevacao do HDL-c e dos leucécitos totais, com reducéo dos linfocitos (Tabela
5). Adicionalmente, a suplementagdo vitaminica resultou em redugcdo da Hcy e
elevagdo da vitamina By, sem afetar significativamente as concentragdes de GSH,
MDA e GSSG (Tabela 6).

4 DISCUSSAO

O presente estudo obedeceu ao delineamento cruzado (crossover) com a
finalidade de verificar os efeitos de uma intervencéo das vitaminas participantes no
metabolismo sulfurado em pacientes com CAE. O delineamento crossover oferece a
possibilidade de intervengcdo contando com o grupo placebo em amostras de
tamanho limitado®®. Em trabalho anterior'® mostrou-se a dificuldade em reunir
namero expressivo de paciente com CAE pois, por se tratar de uma doenca
silenciosa e de evolucdo lenta, os portadores desta afecgdo somente procuram o
servico de saude quanto estdo em estado avancado da doenga e, geralmente, com
grau de desnutricdo grave, desencadeando o obito. Dados semelhantes foram
encontrados no estudo retrospectivo de Marin et al. (2010)° realizado também neste
Hospital das Clinicas, mostrando que a sobrevida média dos pacientes com CAE e
com poés-operatoério de cirurgia de pequeno porte (ostomias) foi de 3,5 meses. No
estudo de Oliveira e Aarestrup (2012)*°, avaliando pacientes com cancer colerretal,
de 28 pacientes selecionados, foi verificado que apenas nove concluiram o estudo
de trés meses de intervengao (com simbidticos), por obito, falta de aderéncia ao

tratamento ou razdes pessoais.

As vitaminas suplementadas foram as participantes das vias de remetilacao

(folato, By, Bs € B12) e da trans-sulfuragao da Hcy.
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As caracteristicas demograficas dos pacientes deste estudo foram

916 o estdo em consonancia com outros

semelhantes as dos trabalhos anteriores
estudos nacionais e internacionais com a maioria dos pacientes do género
masculino, raga branca, idade superior a 50 anos, consumo excessivo de alcool e

tabaco, estadiamento grau Ill e IV (Classificagdo TNM-UICC)*>*"32,

A disfagia é o sintoma mais frequentemente relatado pela literatura®3'2. No

presente estudo, a disfagia e a odinofagia foram relatadas por todos os pacientes
(n=26) no momento do diagndstico. Essas manifestagdes clinicas s&o comuns aos
portadores de CAE, uma vez que o esb6fago nao possui barreira serosa;
consequentemente, isto favorece o crescimento tumoral circunferencialmente, fator
que obstrui a passagem de alimentos, dificultando a degluticdo de alimentos sélidos
e, progressivamente, liquidos. No entanto, devido a caracteristica anatdbmica do
esbfago, os sintomas s6 aparecem quando a circunferéncia foi comprometida em
60%. Este fato favorece a acentuada perda de peso observada nesse pacientes, no
momento em que procuram o servigo de saude, corroborando com o diagndstico

tardio da doenca®.

O curso silencioso de CAE, cujos sintomas se manifestam quando o tumor
adquire tamanho suficiente para obstrugdo alimentar, leva o paciente a alterar seu
padrao dietético: primeiramente, ocorre mudanga na consisténcia das refei¢des (de
sélidas para pastosas) e, posteriormente, observa-se que ha mudanga na qualidade
da composicao alimentar (substituicdo por caldos coados, sucos adicionados de
agua e em pequena quantidade). No presente trabalho, houve diferencga significativa
com relagdo ao IMC entre os pacientes e o grupo controle, mostrando que

alteracdes do padrao alimentar comprometem a manutencao adequada de peso.

A perda ponderal é esperada em pacientes com neoplasias do trato
digestorio, em especial CAE, devido a baixa ingestdo de alimentos por conta da
sintomatologia da doencga. O valor energético da dieta desses pacientes supriu, em
média, 60% das necessidades caldricas desta populagao, fato este, provavelmente,
relacionado as caracteristicas da prépria doenca, que determina alteracbes
nutricionais, metabdlicas e funcionais. No entanto, a ingestdo de proteinas estava

dentro dos teores recomendados. Este fato poderia estar relacionado com a conduta
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clinica adotada, em que a maioria dos pacientes recebem alta hospitalar com
prescricdo de dieta enteral. A prescricdo de dieta enteral € comum a esses
pacientes, pois em sua maioria, devido a gravidade da doenga e do progndstico, sao
submetidos a terapias paliativas, como as ostomias, eficazes no restabelecimento de

uma via alternativa de alimentagao®.

Os valores de albumina e glicose plasmaticos (indicadores de desnutricao
proteico-energética cronica) desses pacientes encontravam-se dentro dos limites
aceitaveis de composi¢ao corporal. Dados semelhantes foram encontrados nos
pacientes analisados nos trabalhos anteriores, a saber Laménica-Garcia et al.
(2008)16, que, avaliando 18 pacientes com CAE, mostrou que a média de albumina
plasmatica foi de 3,5 g/dL. Valores semelhantes foram encontrados por Marin et al.
(2010)° que, analisando 101 prontudrios de pacientes com CAE, verificou que a
média de albumina plasmatica foi de 3,47 a 3,99 g/dL. No entanto, a sobrevida foi
maior no grupo de pacientes com albuminemia >3,5 g/dL. Assim como a albumina
aqui, as concentragdes de Met, Hcy e Glu foram semelhantes em pacientes e
controles. Entretanto, os demais aminoacidos apresentaram valores menores nos
pacientes. Embora os valores de vitamina B4, tenham sido dispares entre os grupos,
ambos podem ser considerados dentro da faixa de normalidade (117 — 1158

pg/ml)*°

Acompanhando a semelhanga entre grupos para a Hcy, também os valores
de folacemia foram estatisticamente semelhante, permitindo a remetilacdo da Hcy a
Met. Esse processo controlado pelo folato com participacdo da Ser constitui a
principal via de formagéao enddégena da Met, ao mesmo tempo que reduz a Hcy (e o

estado pré-oxidante) intracelular.

O tempo médio de sobrevivéncia observada nos pacientes deste estudo (7,1
+ 6,0 meses) foi semelhante ao encontrado no estudo anterior (7,9 + 6,7 meses)®
concordando com a literatura consultada®. Periodos menores de sobrevida foram
associados: a maior incidéncia de desnutricdo grave no momento do diagnostico; e
ao maior numero de complicacoes pés-cirurgicasg. A desnutricdo proteico-energética
nos pacientes com CAE é associada ao aumento da perda de peso e a reducio da

ingestdo alimentar; entretanto esses pacientes estao sujeitos nao somente aos
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efeitos dietéticos decorrentes da obstrugdo do canal alimentar; eles sofrem
alteracbes que podem ser ocasionadas pela anorexia mediada por citocinas,
hipermetabolismo e alteragbes no metabolismo proteico34. No trabalho anterior'®, foi
mostrado que houve correlagdo entre a contagem de linfocitos totais e a sobrevida
dos pacientes; entretanto, no presente trabalho, os linfécitos mostraram-se
diminuidos em comparacao aos do grupo controle, assim como os valores de GSH,
nao se mostraram diferentes em comparagdo aos do grupo controle. Os menores
valores de GSH foram acompanhados de menores valores também na forma
oxidada em igual proporgao (relaggo GSSG/GSH), assim como dos demais
aminoacidos precursores da GSH, Cys e Gly. No presente caso, o déficit destes
precursores pode ser atribuido a sua menor formagado no caso da Cys (pois Met e
Hcy sdo semelhantes aos do controle) e da Tau (reduzida) e, ao maior consumo no
caso da Gly, esta atendendo a maior formacdo de Ser para os processos de
remetilacdo da Hcy e transulfuracédo (para gerar Cys). Os valores menores de Gin
podem ser atribuidos a maior utilizacdo na formagédo (e normalizagdo) do Glu, na

tentativa de restabelecer a normalidade de GSH.

A maioria dos pacientes (73%) do presente estudo foi submetida a
quimio/radioterapia. Visto que os metabolitos destas terapias sdo metabolizados
pelo figado, a elevacao significativa do y-GT em comparagédo a do grupo controle
poderia estar relacionada com a agressdao hepatica a que esses pacientes séo
submetidos. Tsuboya et al. (2012)36, analisando japoneses prospectivamente, por
nove anos, mostrou que ha correlacdo positiva entre a elevacdo do y-GT e a
incidéncia de canceres relacionados ao consumo corrente de alcool, como € o caso
da maioria dos nossos pacientes. No entanto, ha evidéncias na literatura da
participacado do y-GT no estresse oxidativo. A principal funcédo do y-GT é servir como
precursor de aminoacidos para a sintese de GSH intracelular. O aumento de y-GT
poderia ser interpretado como um mecanismo de defesa antioxidante, uma vez que
ele poderia diminuir o estresse oxidativo, faciltando a regeneracdo da GSH

intracelular®.

A literatura evidencia elevada incidéncia de insuficiéncia renal em pacientes

com cancer, visto que aproximadamente 50% dos farmacos utilizados na terapia
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anticancer sdo excretados predominantemente pela urina®. A evolucdo do CAE
favorece a perda de peso e, consequentemente, de massa magra, a elevagdo dos
valores de ureia dos pacientes poderia estar refletindo a perda de peso como
consequéncia do estado catabdlico dos pacientes. No entanto, € comum atribuir a
diminuicdo da filtragdo glomerular ao envelhecimento o que favorece,
consequentemente, aumento dos solutos no plasma. Considerando a faixa etaria da
populacdo deste estudo, poder-se-ia inferir que o0 aumento da ureia observada nos
pacientes seria esperado mais devido a idade do que devido a menor filtracao
glomerular. Contribui para esse raciocinio o fato de a creatinina, outro marcador da
filtracdo glomerular, ter sido semelhante a encontrada no grupo controle, apds a

suplementacao vitaminica.

A maioria dos tumores possui carater catabolico consumindo massa magra e
promovendo perda de peso. Este fato foi observado, na presente pesquisa durante o
curso da doenca, independente do tipo de suplementacéo. De forma diferenciada, a
suplementacao vitaminica promoveu modificacdes de indicadores associados a
melhor saude (elevagdo do HDL, da vitamina B1, e redugdo da Hcy) e outros de
interpretacdo controversa (elevagao dos leucocitos e redugdo dos linfocitos). Do
ponto de vista do equilibrio redox, o maior nivel de HDL e a redug&o da Hcy podem
denotar menor agao pré-oxidante e, com isso, menor progressao do tumor e maiores
chances de sobrevida do hospedeiro. Entretanto, essa possibilidade nao foi
reforgcada pelo comportamento apresentado por GSH e Tau (continuaram abaixo dos
controles), respectivamente responsaveis antioxidante e anti-inflamatério do

infiltrado tumoral.
5 CONCLUSAO

Diferentemente do trabalho anterior'®, em que foi observada elevacdo nos
teores plasmaticos da Tau e Hcy, a via sulfurada dos pacientes apresentou-se
preservada, pois ndo foram encontradas diferengas significativas dos aminoacidos
sulfurados entre o grupo de pacientes e o grupo controle saudavel. Bem como nao
foram observadas alteragdes significantes entre os indicadores analisados e o tempo

de sobrevida desses pacientes.
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Assim, do objetivo de verificar a influéncia da suplementagédo de vitaminas

hidrossoluveis na via metabdlica dos aminoacidos sulfurados e GSH e a sobre vida

dos pacientes com CAE, observou-se apenas a redugao de Hcy.
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153 pacientes total
{1994 —2011)
l
[ [
100 pacientes 53 pacientes
Estudo refrospedivo (1994 — 2004) Estudo prospedivo (2004 — 2011)
l
l I
23 pacientes triados 30 pacientes triados
Dissertacao (2004) Tese (2009 — 2011)
g S —— ] et > dexcikios
16 padientes validos | 26 pacientes
Validos MO
J------o - = 146bios
| 12pacientesM1 |
Crossover —— = |[-------——---—-- = 1ébio
| 11pacientesh2 |

Figura 1 - Representagdo grafica do flow chart do tamanho amostral
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Tabela 1 — Caracterizagdo demografica, comportamental e histolégica do grupo de estudo no
momento basal.

Variaveis n %
~ masculino 24 92,3

G 3
enero feminino 2 7,7
Raca ~branca 22 84.6
nao branca 4 15,4
Etilista SIIT] 22 84.6
nao 4 15,4
) sim 23 88,5

Tab t ’
abagista n&o 3 115
superior 2 7,6
Localizacao médio 16 61,5
distal 8 30,8
CEC 20 77,0
Histologia ADE 5 19,2
TNE 1 3,8

E lla 1 3,8
Estadiamanto E Il 8 30,8
EIV 17 65,4

CEC = carcinoma espinocelular; ADE = adenocarcinoma; TNE =
tumor neuro-enddcrino;

Tabela 2 — Numero e porcentagem da sobrevida dos pacientes considerando data da endoscopia e
data do 6bito

Sobrevida n %

< 7 meses 21 80,8

> 7 meses 5 19,3
Total 26 100,1

n = numero de pacientes; % = porcentagem
em relagao ao total de pacientes.
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Tabela 3 — Comparativos dos indicadores analisados entre o grupo controle e o grupo de pacientes

no momento basal.

Controles Pacientes p
Idade (anos) 27,3+8,4 58,4 +11,8 < 0,001
IMC (kg/m? 2501+ 3,2 20,5+59 0,004
Glicose (mg/dL) 87,3+ 5,0 91,7+ 34,8 0,06
Albumina g/dv) 41+0,3 3,8+ 0,8 0,07
Triacilgliceréis (mgrdL) 88 (67 - 118) 107 (92 - 160) 0,05
Col-total (mgrdL) 166 + 27 187 £ 50 0,09
HDL-C (mg/dL) 52,5+ 20 48,2 + 23,4 0,52
LDL-C (mg/dL) 90,5+ 32,9 114 + 34,7 0,03
Ureia (mg/dL) 29+75 33,6 + 16,9 0,26
Creatinina (mg/dL) 0,94 +0,19 0,85+ 0,22 0,14
Ac. Urico (mg/dv) 47 +1,2 50+1,7 0,49
Y-GT ) 20,0 (16,5 - 29) 50 (28 - 96,7) < 0,001
Folato (ng/mL) 8,02+ 3,12 8,76 + 4,28 0,64
B2 (pg/mL) 288 + 130 533 + 230 <0,001

Teste t de Student independente (varidveis com distribuicdo normal) e teste de Mann-Whitney
(variaveis de distribuicao ndo normal). p <0,05.
IMC = indice de Massa Corporea; Col-total = Colesterol total; HDL-c = HDL colesterol; LDL-c = LDL
colesterol; y-GT = Gama Glutamil Transferase.
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Tabela 4 — Demonstrativo dos valores dos aminoacidos e os indicadores do estresse oxidativo entre
o grupo de pacientes no momento basal e o grupo controle.

Controles

Pacientes

(Mmol/L) (umol/L) P
Metionina 30,8 £8,9 26,7 + 10,2 0,13
Homocisteina 13,9+5,5 15,2+ 3,2 0,26
Serina 108,2+7,8 45,3 + 38,2 <0,001
Cisteina 533,6 £ 53,9 198,4 + 84,7 <0,0001
Taurina 63,3+ 3,9 27,0+ 14,5 <0,001
Glutamina 305,1 £ 50,2 106,4 + 65,8 <0,001
Glutamato 56,8 + 9,6 93,6 £ 98,5 0,051
Glicina 485,1 + 68,510 164,5 + 115,6 <0,001
GSH 9,21+2/1 4,85+19 <0,001
GSSG 0,81 +0,92 0,26 £ 0,1 0,006
GSSG/GSH 0,06 + 0,04 0,08 £ 0,07 0,37

Teste t de Student independente. p <0,05
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Tabela 5 — Demonstrativo dos valores encontrados no grupo de pacientes no momento basal e apds
a suplementacéo.

MO Placebo Supl vitaminica p
IMM 63,6 +20,3 a 544+129b 55,4+12,6b 0,05*
IMC (kgim?) 21,8+7,4 18,6 £ 4,8 19,0+ 4,8 0,11
Creatinina (mg/dL) 0,76 £ 0,11 0,82 £ 0,35 0,80 £ 0,25 0,76
Uréia mord) 27,5+56a 414+16,6Db 36,2+19,0b 0,04*
Ac. (rico (mg/dL) 45+15 42+14 47+15 0,48
Célcio (mgrdL) 95+0,5 9,0+£1,0 9,5+£0,3 0,16
Albumina (g/dv) 44 +0,7 3,9+£0,5 41+04 0,11
PCR-US (mgrdL) 1,5(1,1-1,7) 1,4 (0,6 -1,9) 1,4 (0,6 -2,1) 0,97
Y-GT () 52,0 (27,3-73,5) 52,5 (33,0-85,5) 58 (42,5-76,0) 0,96
Glicose (mgidy) 95,9 +23,3 92,9 + 50,6 90,0 £ 29,7 0,94
Insulina nuimi 6,06 *+ 3,26 7,00 + 3,36 6,53 + 3,25 0,76
HOMA-IR 1,42 + 0,69 1,93+ 0,95 1,46 + 1,15 0,15
TG (mgrdL) 118,2+£47,3 108,9+41,4 105,8 + 60,3 0,68
Col. total mgrdv) 196,3 + 52,5 196,0 + 50,9 213,5 £ 50,1 0,42
HDL (mg/dv) 43,0 (33,0-63,2)a 45,0 (34,0-71,0)a 60,5 (42,0-82,0)b 0,04*
LDL (mg/dr) 123,31+ 39,4 112,1 £ 39,7 118,4 + 38,2 0,48
Leucécitos mm¥) 8111 +1112a 7325 + 2506 a 11250 £ 4443b  0,02*
Linfocitos mm? 1802 £ 1475 a 1504 + 727 a 1394 + 804 b 0,05*

Testes = ANOVA one-way (variaveis de distribuigdo normal) e ANOVA on-ranks (variaveis de
distribuicdo ndo normal). p <0,05

IMM = indice de Massa Muscular; IMC = indice de Massa Corpérea; PCR-us = proteina C reativa
ultra sensivel; y-GT = gama glutamil transferase; TG = triacilglicerdis; Col total = colesterol total;
HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL = lipoprotteina de baixa densidade; MDA =
malonildialdeido; GSH = glutationa; GSSG = glutationa oxidada.
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Tabela 6 — Demonstrativo dos valores encontrados entre os aminoacidos e os indicadores de
estresse oxidativo apds crossover.

Placebo (G1) Vitamina (G2)
n=8 n=5 P

Metionina (umoll) -0,0036 + 0,25 0,120 £ 0,26 0,3
Homocisteina wmory 0,236 0,56 -0,311 £ 0,16 0,03
Serina (umoliL) 0,260 + 0,95 0,477 £ 0,95 0,94
Cisteina umol) 0,194 £ 0,43 0,180 £ 0,57 0,96
Taurina (umoliL) -0,050 + 0,27 0,004 + 0,03 0,64
Glicina (umol) 0,379 £ 0,65 0,034 + 0,76 0,71
Glutamina umolr) 0,719 £ 2,80 0,668 + 1,37 0,97
Glutamato (umoliiL) 0,017 £ 0,76 0,779 £ 1,17 0,13
GSH (umol) 0,131 +£0,33 0,106 + 0,37 0,88
GSSG (umoliL) 0,055 +0,13 -0,005 + 0,15 0,42
MDA (umollL) -0,136 £ 0,19 0,424 + 0,83 0,18
Folato (ng/mt) 0,059 £ 0,26 0,241 £ 0,26 0,15
B12 (pg/mL) -0,250 + 0,40 2,07 £ 4,55 0,02

Teste = ANOVA one way, post hoc Turkey. p <0,05
GSH = glutationa; GSSG = glutationa oxidada; MDA = malonildialdeido
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ANEXO 1 — Aprovacdo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP.

o
4 Universidade Estadual Paulista
wr
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n®- Botucatu—S.P
CEP: 18.618-870

Fone/Fax: (Oxx14) 3811-6143

e-malil secretaria: capellup@fmb.unesp.br
e-mail coordenacio: tsarden@fmb.unesp.br

Q Rogstrado no Memténio de Seode am 30 de abeil de 1657

Botucatu, 06 de outubro de 2008 Of. 403/08-CEP

Ilustrissima Senhora

Prof® Dr® Maria Aparecida Coelho de Arruda Henry
Departamento de Cirurgia e Ortopedia

Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Dr® Maria Aparecida,

De ordem do Senhor. Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de Pesquisa
“Efeitos da intervengdo nutricional pés-operatéria com vitaminas do complexo B
sobre indicadores metabélicas da via sulfurada e a sobrevida de pacientes com
cancer de es6fago”, a ser conduzido por Vénia Cristina Lamdnica Garcia, orientada

por Vossa Senhoria, recebeu do relator parecer favordvel, aprovado em reunido de
06/10/2008.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Apresentar Relatério Final de Atividades ao
final da execugdo deste projeto.

Atencio

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do C
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ANEXO 2 - Formulas dos suplementos nutricionais utilizados no projeto
Férmula do conteudo dos flaconetes com vitaminas:
- Vitamina B (riboflavina cloridrato) ... 1,3mg
- Vitamina Bg (piridoxina cloridrato) .........ccccoeeoieeiiiiiiiiciieeeeeee e 1,7mg
- Vitamina B2 (cianocobalaming) ... 2,4mg
= ACIAO FONICO ettt e e 400ug
- Flavorizante morango com corante vermelho 3% ...........ooovvvviiiiiiiiiiiieeieeeeeee. 0,1ml
= Xarope SIMPIES *OSP oeeeeeeiieeiiiiiiieeeieti s e e e e e e e e e e eeeeeeeeereeaaan s nnnna e aaaeaeeas 10ml
Férmula do conteudo dos flaconetes com placebo:
- Corante amarelo de tartazina SOIUGA0 2% ........ueeeeeiieeeeiiieiiiieeeeeee e 0,1ml
- Flavorizante morango com corante vermelho 3% .........ooovvvvvviiiiiiiiiiiiiieee e, 0,3ml
= Xarope SIMPIES *OSP ..eeeeieiieiiiiee e e e e e e e e e e e et e e e e aaaaaaaas 10ml
Férmula do xarope simples:
= SACAIOSE ...coovtiieeeeee et a e 85%
- Metilparabeno (conservante) ... 0,15%
- Agua destilada gSP «.uceeeeeeeeeee e 100ml

- Corante amarelo — Amarelo de tartazina — Color Index 19140
- Corante vermelho — Vermelho crepon — Color Index 16255
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