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uando respiramos fornecemos a todas as células
do nosso corpo oxigénio necessdrio para produzir
energia através de um processo conhecido como
metabolismo oxidativo. Em suma, o oxigénio
¢ reduzido e as ligacoes covalentes da glicose sao
quebradas liberando gds carbonico, 4gua e energia. A principal orga-
nela celular envolvida é a mitocondria, onde atuam diversas enzimas
responsdveis por catalisar as etapas desse processo. Em cada uma
dessas etapas hd a formagao de subprodutos que, em sua maioria,
sao benéficos. No entanto, aproximadamente 5% podem ser téxicos
para a célula quando em altas concentragoes.

O oxigénio, por exemplo, durante o transporte de elétrons na
mitocondria pode ser reduzido parcialmente gerando espécies re-
ativas de oxigénio (EROs), tais como 4nion superéxido (O57), pe-
réxido de hidrogénio (H,O5) e radical hidroxila (OH"). Quando
ocorre a perda do equilibrio entre producio e eliminagao de EROs,
o0 que é chamado de estresse oxidativo, podem ocorrer danos ao
DNA, RNA, lipidios e proteinas. Além de fragmentacio do DNA,
as EROs podem causar o mal funcionamento do sistema de reparo
do DNA, contribuindo para o desenvolvimento de doengas, como
o cancer (1).

ANTIOXIDANTES, ALIMENTACAO E FATORES AMBIENTAIS A célula
conta com um arsenal de antioxidantes para a manutencio da ho-
meostasia oxidativa (Figura 1). Eles fazem parte do sistema de defesa
e podem ser produzidos pela prépria célula (glutationa ou GSH,
4cido alfa-lipoico, coenzima Q, ferritina, 4cido drico, bilirrubina,
etc) ou obtidos pela dieta (4cido ascérbico ou vitamina C, tocofenol
ou vitamina E, betacaroteno ou vitamina A, etc). Existem ainda os
antioxidantes enzimdticos (superéxido dismutase ou SOD, catalase
ou CAT, glutationaperoxidase, etc), que atuam na produgio ou
eliminagao das EROs.

A qualidade dos alimentos ingeridos pode influenciar no estado
oxidativo das células. A ingestdo de frutas e vegetais, ricos em vitami-
nas, aumenta o potencial antioxidante, principalmente no sangue
(2). Avitamina C éum dos principais antioxidantes oriundos da die-
ta. Os niveis de ingestao recomendados para a dieta sao de 75 a 125
mg por dia, dependendo de caracteristicas individuais, como idade,
peso e sexo. O consumo exagerado de vitamina C ¢ desnecessdrio, jd
que o mdximo de absor¢io é de aproximadamente 200 mg por dia
(3). Entre os alimentos ricos em vitamina C estdo a goiaba, o caju, a
laranja, a manga, entre outros.

A prética de exercicios fisicos estd relacionada ao aumento e ati-
vagao de enzimas antioxidantes, por exemplo, a SOD, levando a
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reducio dos niveis de EROs. J4 foi mostrado que a prdtica regular
de exercicios fisicos pode atuar retardando o envelhecimento e redu-
zindo o risco de doencas cardiovasculares (4). No entanto, a prética
deve ser moderada em quantidade e intensidade, jd que os niveis de
EROs podem aumentar durante exercicios muito intensos, princi-
palmente quando realizados de maneira nao periddica (5).

Um bom exemplo de fator ambiental que leva ao desbalanco
oxidativo para o lado danoso é a polui¢ao do ar. As particulas inala-
das geram resposta inflamatdria nos alvéolos, podendo até mesmo
causar inflamacdo sistémica com efeitos cardiovasculares. Particulas
geradas por reagdes de combustao sao altamente oxidantes e causam
grandes danos ao serem inaladas por seres humanos e animais (6).

A obesidade, que representa um crescente problema de satide
publica, parece ter uma relagio muitua com o estresse oxidativo. Se,
por um lado, 0 aumento de EROs pode ser um pré fator para a
obesidade, por outro as citocinas inflamatérias geradas pela prépria
doenca também levam ao aumento de EROs, criando um circulo
vicioso. O estresse oxidativo estabelecido pode também contribuir
com o desenvolvimento de outras doengas cronicas, como resistén-
cia a insulina e sindrome metabélica (7).

O estresse psicoldgico cronico também ¢é fonte de EROs. Como
tentativa para recuperar o balango homeostético, o sistema nervoso
autdbnomo, sistema renina-angiotensina e eixo hipotdlamo-hipéfi-
se-adrenal sdo estimulados. A ativagao prolongada dessas vias pode
resultar em disfun¢ao imune cronica e no aumento da produgio de
EROs, com consequentes danos ao DNA. Tais processos podem
contribuir, por exemplo, para o envelhecimento precoce da pele (8).

FUNGOES FISIOLOGICAS CONTROLADAS POR EROS E importante
lembrar que diversas funges fisioldgicas sao controladas por vias que
envolvem sinaliza¢ao redox (aquelas envolvidas em reagdes de troca
de elétrons por redugio e oxidagao, como no caso da produgio de
0O57). Um exemplo é a produgio aumentada de EROs por leucdcitos
durante os processos inflamatérios, representando uma importan-
te defesa contra patégenos. Também se observa a participacio de
EROs em processos que envolvem adesio celular, como embriogé-
nese, diferenciagao, reparo e cicatrizagdo. A apoptose, morte celular
programada que regula o tempo de vida de células normais, pode
ser induzida por danos a0 DNA causados por EROs (9). Esses sao
apenas alguns dos exemplos em que a presenca de concentragoes
adequadas de EROs pode ser importante para a manutengio de
estados celulares normais.

A participa¢o do estresse oxidativo no envelhecimento também
j4 é bem conhecida. O envelhecimento se trata de um evento multifa-
torial que acontece depois da fase reprodutiva da vida, onde se observa
um progressivo declinio das fung®es fisiolégicas do organismo. Uma
das teorias é baseada no fato de que danos celulares causados por EROs
sdo cumulativos e deletérios ao longo do tempo. Um dado interessante
¢ que danos oxidativos no DNA podem ser monitorados pela urina e
foi observado que a composi¢ao da dieta pode modular esses danos. A
longevidade poderia, portanto, ser dependente nao apenas de fatores
intrinsecos, como hereditariedade, mas também de fatores externos,
como a dieta e a prética de exercicios fisicos (9).
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ESTRESSE OXIDATIVO, EPIGENETICA E CANCER Entre os processos
patoldgicos em que j4 foi descrita a participagio do estresse oxidativo
estdo as doengas cardiovasculares, neuroldgicas, o diabetes e o cAncer.
Diversos tumores humanos, incluindo melanoma, leucemias, carci-
nomas géstrico, prostdtico, mamdrio e de célon, apresentam niveis
elevados de EROs (10). Células tumorais estao comumente expostas
a condigbes de estresse, como hipdxia (baixos niveis de oxigénio),
perda de adesao célula-célula e célula-matriz extracelular, desbalanco
no metabolismo oxidativo e diversos fatores ambientais (11).

As EROssao reguladores de diversas vias de transdugao de sinais,
podendo participar de diversas etapas da transformacao e progressao
tumoral, como a autossuficiéncia em sinais de crescimento, insen-
sibilidade a sinais antiproliferativos, evasao da apoptose, potencial
replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, invasao e metdstase,
metabolismo e inflamacao (12).

Dentre as vias reguladas por EROs destacam-se a das proteinas
quinase ativada por mitégeno (MAPK) e fosfoinositideo-3-quina-
se(PI3K). A primeira possui papel importante na tumorigénese,
principalmente por ativar fatores de transcri¢io como c-Jun e c-Fos,
que regulam a expressao de genes envolvidos em proliferacio celu-
lar, diferenciagdo, transformacao, inflamagao, entre outros (11). J4
a PI3K estd relacionada a via de RAS, que possui papel fisiol6gico
importante na sobrevivéncia celular. No entanto, diversos meca-
nismos podem levar a sua desregulagdo, contribuindo diretamente
para o desenvolvimento de tumores (13).Outra fungio jd descrita
do estado oxidativo no controle da viabilidade celular é a regulagao
do ciclo celular. Antes da mitose, a célula passa por um processo de
checagem do DNA para averiguar possiveis danos e, se necessdrio,
realizar seu reparo. Uma proteina de papel fundamental nessa etapa
¢ a quinase ataxia-telangiectasiamutada (ATM), da mesma familia
da PI3K. Apesar de sua principal fungio ser responder a quebra na
dupla fita do DNA, alguns estudos mostram que ela também pode
ser ativada pelo estresse oxidativo. Nessa situagdo, ela ativa uma das
principais proteinas reguladoras do metabolismo oxidativo, p53,
que estd relacionada a inimeros tipos de tumores (14) (Figura 2).

Infecgoes virais podem ser fonte de estresse oxidativo para cé-
lulas hospedeiras e, em alguns casos, contribuir para o desenvol-
vimento do cincer. O virus da hepatite C (HCV), por exemplo,
desencadeia uma série de respostas celulares mediadas por EROs,
representando risco para doengas hepdticas, como esteatose, cirrose
e carcinoma hepatocelular. Algumas das vias envolvidas parecem ser
as mesmas descritas anteriormente (MAKP e PI3K) (15). De forma
semelhante, o virus do papiloma humano (HPV), fator de risco para
o cancer de colo de utero, parece também levar ao desbalango de
EROs nas células hospedeiras. O estresse oxidativo poderia agir em
sinergia com o HPV, criando condi¢oes ideais para a iniciagio e a
progressao tumoral (16).

Um elo muito interessante entre ambiente e estresse oxidativo
no processo de carcinogénese é a epigenética. O termo epigenética
foi criado h4 aproximadamente 70 anos na tentativa de explicar os
multiplos fendtipos celulares oriundos de um mesmo genétipo. O
conceito cldssico define epigenética como mudangas quimicas na
cromatina que nao envolvem mudancas na sequéncia de nucleotide-
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Figura 1 - Equilibrio entre producdo de espécies reativas de oxi-
génio e sistema antioxidante. 0 sistema de defesa conta com
antioxidantes enzimaticos (superdxido dismutase, catalase, glu-
tationaperoxidase) e nao enzimdticos (vitaminas, glutationa,
flavonoides). Entre as fontes enddgenas de espécies reativas
estdo a mitocondria, os peroxissomos e as células inflamatorias.
Fatores ambientais como radiacdo, 0zonio e xenobidticos também
sdo fonte de espécies reativas

osdo DNA. Hoje o termo tomou propor¢des maiores e compreende
diversos mecanismos que participam da regulagao de expressao gé-
nica, tais como metilagao de DNA, modifica¢oes pés-traducionais
em histonas, RNAs nio codificadores, entre outros. Um fato que
desperta muito interesse nos cientistas é que os processos epigenéti-
cos sao potencialmente reversiveis, diferente de alteragoes genéticas,
e sao consequentemente passiveis de tratamento (17).

A metilagio do DNA ¢ um dos mecanismos epigenéticos mais
bem estudados até hoje. Trata-se da adi¢do de um grupamento me-
tilano carbono 5 de citosinas adjacentes a guaninas (dinucleotideos-
CpG). A metilagio em promotores estd associada ao silenciamento
génico. Diversas regioes génicas que se encontram silenciadas por
metilagdo em células normais, como por exemplo transposons, tor-
nam-se frequentemente desmetiladas no cancer (18).

Ospromotores génicos, regides regulatériaslocalizadas préximas
ao sitio de inicio de transcrigdo, servem como sitio de ligagao para
fatores transcricionais e paraa RNA polimerase. Aproximadamente
60% dos genes humanos apresentam alta concentragao de dinu-
cleotideos CpG, ilhas de CpGs, em seus promotores. Nessas regioes,
a metilagado do DNA tem papel importante, j4 que define o status
de transcri¢io génica. De maneira geral, promotores contendo ilha
de CpGs nao metilada s3o passiveis de transcri¢cao, enquanto que
promotores metilados sao transcricionalmente inativos (19). Em
células tumorais, muitos promotores de genes supressores tumorais
tornam-se metilados, resultando em seu silenciamento e contri-
buindo com a perda do controle celular.

Fatores ambientais podem regular diretamente mecanismos
epigenéticos. O folato, importante substrato para reagées de me-
tilagdo (incluindo a do DNA), deve ser adquirido pela alimenta-
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¢a0, j4 que nossas células nio o sintetizam. Outro cofator funda-
mental é a S-adenosilmetionina (SAM), também essencial para a
manutengio dos padrées de metilagao das células. Tanto o folato
quanto a SAM participam do ciclo da metionina e este estd intima-
mente relacionado com o estado oxidativo da célula. A produgao
de glutationa (GSH), antioxidante mencionado anteriormente,
estd conectada bioquimicamente a essa via. A homocisteina é o
subproduto gerado pela metilagao de DNA ¢ estd relacionada com
aumento de estresse oxidativo (20).

ESTRESSE OXIDATIVO, ALTERAGOES EPIGENETICAS E MELANOMA O
melanoma é um tipo de cincer de pele proveniente da transforma-
¢ao maligna de melandcitos, células responsdveis pela produgao de
melanina. Sua incidéncia é baixa quando comparada com a de outros
tipos de tumores de pele, representando apenas 4% destes, mas é o
mais letal de todos eles. Além disso, a incidéncia do melanoma tem
aumentado mais do que qualquer outro tipo de cAncer (21). Embora
apresente taxa de sobrevida maior que 90% quando detectado pre-
cocemente, esta diminui para 60% em formas mais avangadas como
melanoma estdgio II, para 10% em melanoma estdgio I1I, ou até para
completa fatalidade em casos de melanoma estdgio

IV. Esse panorama reflete a falta de tratamentos

para melanomas avangados (22).

O estresse causado por agentes como radiagao
ultravioleta (UV) e inflamagio cronica é um im-
portante fator de risco para o desenvolvimento de
tumores de pele, incluindo o melanoma (23). Di-
versos autores j4 mostraram que os niveis de EROs
estdo elevados no melanoma (24-25). Apesar de
melandcitos conseguirem suprimir o aumento de
EROs, o melanoma nao possui essa habilidade (26).

As células de melanoma possuem redugio nos ni-

veis de glutationa e da atividade das enzimas CAT e SOD (27-28).
J4 foi observado que o0 aumento nos niveis de O, e diminui¢ao de
H;O, eleva o potencial proliferativo e também a resisténcia ao trata-
mento quimioterdpico (29).

A exposicao a radiagao UV representa um dos principais fatores
de risco para o desenvolvimento do melanoma, causando impor-
tantes alteracdes genéticas e epigenéticas (30). Pode causar estres-
se oxidativo, inflamagao, eritema, quebra da matriz extracelular,
enrugamento e cAncer de pele. No entanto, poucos estudos foram
feitos até hoje para entender a conexio entre estresse oxidativo e
alteracoes epigenéticas nessa doenga. Um dos motivos ¢ a falta de
material biolégico em estdgios iniciais do melanoma, onde ¢ pos-
sivel observar as primeiras alteragoes metabdlicas e epigenéticas das
células. Além disso, entender e diagnosticar os primeiros eventos da
transformacio ¢ de suma importincia, j4 que nessa fase as chances
de sobrevida sio grandes. Nosso grupo de pesquisa da Universidade
Federal de Sao Paulo (Unifesp) desenvolveu um modelo linear de
progressio do melanoma a partir de melandcitos murinos, denomi-
nados melan-a (31). Tais melanécitos foram submetidos a um ciclo
debloqueio de adeso por 96 horas em placas contendo agarose para
impedir o contato célula-matriz. A maioria das células morreu por
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um processo conhecido como anoikis (apoptose por falta de contato
célula-matriz). As poucas células sobreviventes foram plaqueadas
em condigdes aderentes, ou seja, em placas que hd contato entre
célula e matriz. Essas células foram chamadas de 1C. O ciclo de desa-
desio e adesio foi repetido por mais trés vezes, gerando as linhagens
2C, 3C ¢ 4C ¢ no quinto ciclo de desadesao foi realizada diluigao
limitante dos esferdides sobreviventes para obten¢ao de populagoes
clonais. Diversos clones, entre eles os nomeados 4C11- ¢ 4C11+,
foram injetados em camundongos singenéicos e todos se mostra-
ram tumorigénicos. Desta forma, obtivemos um modelo linear de
progressio do melanoma, representado por melandcitos nao tumo-
rais (melan-a), pré-malignos (1C a 4C), tumorais nao metastdticos
(4C11-) e metastdticos (4C11+) (32).
Nesse modelo, constatamos nfveis aumentados de EROs (como
0 057), de metilagdo global do DNA e da enzima DNA metiltrans-
ferase 1 (Dnmtl), responsdvel por catalisar a metilagio do DNA,
desde as primeiras horas do primeiro ciclo de bloqueio de adesao dos
melandcitos (33) (Figura 3A).
O tratamento dos melandcitos melan-aantes de cadaciclodeblo-
queio de adesao com agente desmetilante de DNA (5-aza-2"-deoxi-
citidina) ou com depletorde O~ (Mn(III) TBAP)
resultou no comprometimento evidente da trans-
formagao maligna. Isso sugere que tanto o estresse
oxidativo quanto as alteracbes na metilagao do
DNA sio eventos iniciais e fundamentais para a
transformacao maligna dos melandcitos. O trata-
mento com o depletor de O~ durante o processo
de desadesao impede tanto 0 aumento de Dnmtl
quanto da metilagao global do DNA, sugerindo
que essas alteragdes epigenéticas podem ser regu-
ladas pelo estresse oxidativo (Figura 3b) (34). Essa
hipétese j4 havia sido sugerida por Johnstone e
Baylin (35) e Hitchler e Domann (20), importantes pesquisadores
da drea de epigenética. Os mecanismos pelos quais o estresse oxida-
tivo regula as alteracoes epigenéticas encontram-se em investigagao
em nosso laboratério na Unifesp.

TERAPIA Trabalhos cientificos tém mostrado diversos beneficios do
uso de terapias antioxidantes para o tratamento de doengas como
Alzheimer, diabetes e cAncer. Grande parte desses estudos mostra a
importancia de nutrientes oriundos da alimentagio. O selénio, por
exemplo, pode ser incorporado em algumas protefnas evitando sua
oxidagao, ou seja, possui fun¢ao antioxidante. Estudos mostram
que o selénio tem efeitos antitumorais, prevenindo angiogénese
e metdstase em cAncer de mama, préstata, colorretal, melanoma,
figado, pulmao, entre outros (306).

O alho é conhecido por possuir diversos compostos antioxidan-
tes e j4 foi relacionado com a prevengao do cAncer. Seus componen-
tes podem afetar diversos processos celulares, como proliferacio e
diferenciagdo. O tratamento de células tumorais com alguns desses
compostos, incluindo o préprio selénio, foi eficaz em inibir seu cres-
cimento e ainda aumentar sua taxa de apoptose (37).O chd verde
também ¢ utilizado pela medicina popular para diversos fins tera-
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Figura 2 - Participacdo das EROs no desenvolvimento do cancer.
Fatores externos, mitocondrias, entre outros, sao fonte de EROs.
0 aumento intracelular de EROs pode resultar na oxidacdo de
proteinas, alteracdes em vias de sinalizacdo, danos no DNA, alte-
racdes epigenéticas e mudancas na expressao génica, fatores que
podem contribuir com o desenvolvimento do cancer

péuticos. Dentre seus compostos, hd antioxidantes que podem pro-
teger a pele contra danos causados por radiagao ultravioleta quando
aplicados topicamente, ou seja, sobre a pele. Foi proposto que tais
efeitos fotoprotetores s2o mediados por interagdes com moléculas
envolvidas em respostas inflamatdrias (38).

Apesar dos dados serem promissores, muito cuidado deve ser to-
mado no que se refere a terapias com antioxidantes nao obtidos pela
dieta, por exemplo, por fdrmacos. Alguns ensaios clinicos randomi-
zados mostram falhas no tratamento com o uso da vitamina E, que
para o tratamento de diabetes no apresentou nenhum efeito (39).
Além disso, a suplementagio com vitamina E resultou em aumento
do risco de cAncer de pulmio em fumantes (40). Estudos compara-
tivos mostram que antioxidantes oriundos da dieta e da prdtica de
exercicios fisicos s30 mais eficazes para os tratamentos testados do
que qualquer outra intervengao farmacoldgica (41).

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS Fatores ambientais ajudam a modular
os niveis de EROs celulares dependendo de sua natureza pré ou
antioxidante. Estudos apontam a participa¢ao do estresse oxidativo
em diversas doengas, como o cAncer, especialmente em etapas iniciais
(33). J4 se sabe que indmeras vias de sinalizagdo intracelulares ligadas
ao cincer sao reguladas por EROs, mas ainda pouco se sabe como
evitar os danos causados pelo seu excesso. Os antioxidantes sao alvo
de estudo terapéutico na prevencao e cura do cAncer, apesar de nao
haver ainda um completo consenso sobre seu uso. A inter-relagao do
estresse oxidativo com a epigenética também ¢ de grande interesse,

41

j4 que ambos parecem estar intimamente conectados com processos
de progressio tumoral. H4, certamente, um grande campo a ser
estudado, no que se refere a uma melhor compreensao de todos os
mecanismos reguladores e regulados pelo estresse oxidativo e sua
possivel aplicagdo em prevencio, diagndstico precoce e tratamento
do cancer.
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Figura 3 - Transformacdo maligna induzida por estresse sustentado.
A) A linhagem de melanécitos ndo tumorigénicos, melan-a, foi sub-
metida a quatro ciclos de desadesdo, gerando as linhagens 1C, 2C,
3C, 4C. Esta ultima foi submetida ao quinto ciclo de bloqueio de
ancoragem e subsequente diluicdo limitante. Todos os clones, se-
lecionados randomicamente, foram tumorigénicos in vivo, entre eles
as linhagens 4C11- e 4C11+. J& no primeiro ciclo de desadesdo (1C)
foi observado aumento do 02.-, Dnmt1 e metilacdo global do DNA.
B) 0 mesmo procedimento foi repetido, dessa vez tratando os me-
landcitos melan-a com o depletor de 02.- antes de cada ciclo de
desadesdo. 0 aumento de Dnmt1 e da metilacdo global do DNA nado
foi observado nesta condicao, indicando que processos epigenéticos
podem ser regulados pelo estresse oxidativo. Apds a diluicao limi-
tante, foram raros os clones tumorigénicos obtidos, indicando re-
lacdo causal entre estresse oxidativo, alteracdes epigenéticas e
transformacao maligna de melandcitos
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