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RESUMO

As lesOes intraepiteliais escamosas de alto grau (HSIL) sdo proliferacfes celulares
com maturacdo anormais e atipicas que tornam parte ou toda a espessura do
epitélio escamoso cervical substituido e que possuem alta taxa de progressao para
cancer de colo uterino. E conhecido o envolvimento entre o estresse oxidativo e
antioxidantes em alguns tipos de céancer, porém, poucos trabalhos realizam essa
correlacdo com lesbes precursoras, como HSIL, ou ainda, as fazem com quantidade
limitada de parametros oxidativos. Dessa forma, esse trabalho busca avaliar o
envolvimento do estresse oxidativo na patogénese e progndstico das HSIL através
da avaliacado de parametros oxidativos e antioxidantes em pacientes com HSIL. Um
grupo de pacientes com essa patologia (n=17) e um grupo controle (n=17) foi
selecionado para coleta Unica de amostra de sangue periférico. Incluiram-se
pacientes com diagnéstico de HSIL ndo submetidas previamente a qualquer
tratamento para essas lesfes; e em mulheres saudaveis e sem qualquer leséo
cervical, na mesma faixa etaria. O estresse oxidativo foi avaliado pela quantificacéo
sérica de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), um marcador de
dano lipidico, assim como a mieloperoxidase (MPO), mediadora de resposta
inflamatdria. O perfil antioxidante foi estimado através da mensuragdo de
antioxidantes enzimaticos, como glutationa-S-transferase (GST) e catalase (CAT),
enquanto que os ndo enzimaticos, pela dosagem de tibis protéicos (PSH), tidis ndo
protéicos (NPSH) e vitamina C. Os dados foram analisados pelos testes de Shapiro-
Wilk e U de Mann-Whitney para comparacao entre as médias. Observou-se que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre pacientes com HSIL e paciente
grupo controle na avaliagdo de TBARS em amostras de soro, atividade da enzima
GST, na quantificacdo de vitamina C, MPO e nos resultados para NPSH. No
entanto, encontrou-se uma reducgdo significativa para CAT e PSH (p<0,05). A
diminuicdo de CAT pode estar relacionada a exaustdo da sua atividade na
eliminacéo de radicais livres ou captura desta enzima pelas células pré-neoplasicas,
enquanto que o déficit de PSH deve-se ao seu consumo diante da oxidacdo de
proteinas perante o estresse oxidativo, o que favorece a progressdo tumoral.
Acredita-se que a falta de correlacdo significativa para os demais parametros
analisados pode ser consequéncia da limitacdo do estudo em pacientes com HSIL
excluindo outras fases tumorais, uma vez gque esses valores podem se apresentar
alterados em outros estagios de desenvolvimento do tumor cervical, ou entdo estar
relacionado a quantidade amostral insuficiente para uma analise mais expressiva.
Sugere-se, assim, a ampliacdo da populacdo estudada para melhor elucidacdo do
perfil oxidativo em pacientes com leséo cervical pré-tumoral. Contudo, os resultados
desse estudo, reforcam a hipotese do envolvimento do estresse oxidativo e estado
antioxidante prejudicado na patogénese das lesfes cervicais, 0s quais indicam um
pior prognostico na progressao ao cancer de colo uterino.

Palavras-chave: HPV, cancer cervical, dano oxidativo, antioxidantes enzimaticos,
antioxidantes nao enzimaticos, espécies reativas de oxigénio.
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INTRODUCAO

As lesBes intraepiteliais escamosas sao caracterizadas como lesbes
proliferativas com maturacdo anormal e atipias de diversos graus, as quais tornam
parte ou toda a espessura do epitélio escamoso cervical substituido. O Sistema
Bethesda introduziu a nomenclatura dessas lesfes separando-as em leséo
intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL - Low Squamous Intraepithelial Lesion) e
lesdo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL - High Squamous Intraepithelial
Lesion), além disso, estabelece que o0s resultados da citologia cervical com
neoplasia intraepitelial grau 2 (NICII) e grau 3 (NICIII) devem ser classificadas como
HSIL enquanto as neoplasias intraepiteliais de baixo grau (NIC I) sao classificadas
como LSIL.1 2

O rastreio das lesBes precursoras do colo uterino da-se por meio da
realizacdo da colpocitologia oncoética. No entanto, o exame padrdo-ouro para 0
diagndstico é a histologia.®> A maior parte dos resultados de exame com HSIL néo
sdo confirmados no proximo exame, regredindo espontaneamente, enquanto que
HSIL tem maior taxa de progressdo para cancer de colo uterino.* ® Sendo assim, o
estudo de HSIL se torna importante, uma vez que o excetuando-se o cancer de pele
nao melanoma, o cancer cervical € o terceiro tumor maligno mais incidente na
populacdo feminina e a quarta causa de morte de mulheres por cancer no Brasil,
cuja prevaléncia no pais é de 46.858 mulheres acometidas.®’

A patogénese do cancer cervical e do desenvolvimento dessas lesdes
precursoras esta envolvida a infeccdo persistente pelos grupos carcinogénicos do
Papilomavirus Humano (HPV), principalmente os tipos 16 e 18, cuja propagacao
acontece por meio do contato fisico e sexual ao infectar o epitélio mucoso da
cérvice.®. Na medida em que a infeccdo viral se torna crbnica, a inflamacéo
engendrada pode ser amplificada a ponto de provocar alteragcdo na fisiologia de
crescimento, multiplicacéo e apoptose celular, o que favorece o estabelecimento de
lesdes pré-cancerosas, e a progressao e invasibilidade tumoral.®*!

Lee et al. (2005) sugerem que possa haver uma correlagdo entre os
processos de HSIL e as mudancas no sistema antioxidante no plasma.'? No entanto,
sabe-se que a carcinogénese envolve uma alteragdo no status redox, desbalancgo
entre oxidacdo e reducdo, capaz de afetar diferentes processos metabdlicos

envolvidos na progressédo do cancer.1316 A oxidacdo produz radicais livres de forma



natural ou quando ocorre uma disfungéo biolégica, e esta presente naturalmente na
vida aerébica e no metabolismo celular.’ O incremento da oxidacdo leva ao
estresse oxidativo, aumento na producdo moléculas que possuem radicais livres,
isto €, atomos com um elétron desemparelhado centrado, denominados espécies
reativas de oxigénio (EROSs) e nitrogénio (ERNSs).'® Essa desregulacéo redox cria um
ciclo vicioso no microambiente tumoral, propiciando a infeccdo pelo HPV e
aumentando a producdo de EROs, ao mesmo tempo que reduz a acdo de
antioxidantes gerando assim, dano oxidativo e carcinogénese, principalmente, na
etapa inicial da carcinogénese, com a promog¢éo de dano oxidativos.1® 16

Esta capacidade do HPV é possivel devido as oncoproteinas virais - E1, E2,
E5, E6 e E7 - que apresentam diferentes niveis de expressao ao longo dos estagios
do desenvolvimento do céancer e possuem acao reguladora de antioxidantes na
instauracdo do estresse oxidativo. De forma geral, as oncoproteinas provocam a
reducdo dos niveis de antioxidantes circulantes, o que aumenta a capacidade
oxidativa e compromete o sistema de reparo do DNA, facilitando a incorporacdo do
material genético viral ao do hospedeiro.1® 17 Em contrapartida, o status oxidativo
provocado por esse processo pode afetar até mesmo o desenvolvimento das células
infectadas. Por esse motivo, no intuito de se proteger, o HPV possui ainda
oncoproteinas virais capazes de regular de forma positiva o status antioxidante a
nivel celular.t® 20

Os antioxidantes, presentes no plasma, eritrocitos e tecidos, séo classificados
conforme sua natureza enzimética e ndo enzimatica. Os antioxidantes enzimaticos
podem ser considerados uma linha de defesa inicial, sendo representados,
principalmente, pelas enzimas primarias superoxido dismutase (SOD) -
especialmente SOD2 - catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), que estao
envolvidas diretamente na eliminacdo de EROs, além de glutationa-S-transferase
(GST), enzima secundaria que age de forma detoxificante na reducéo de peréxidos;
e glutationa redutase, envolvida de forma indireta na manutencéo do equilibrio redox
por impedir a paralisacdo do ciclo metabdlico da GSH.?! 14 22 A segunda linha de
defesa seria constituida por substancias menores de fonte endbgena, como
moléculas que possuem tidis reduzidos, como a glutationa reduzida (GSH) - um
importante tiol conjugado a GPx e a GST -, e antioxidantes de baixo peso molecular,
provenientes do meio exdégeno, a exemplo de tocoferéis (vitamina E), ascorbato

(vitamina C) e retindis (vitamina A).23 4



Este estudo avalia o perfil do estresse oxidativo em pacientes diagnosticadas
com lesbes de alto grau e grupo controle. Foram quantificados os marcadores de
dano oxidativo refletidos pelos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS), envolvido em reacdes de peroxidacdo lipidica assim como a
mieloperoxidase, um marcador de resposta inflamatéria. Consoante isso, estimou-se
também o perfil antioxidante de ambos o0s grupos, responsavel pela capacidade de
eliminacdo de EROs e manutencdo do equilibrio redox. Para tanto, avaliou-se 0s
indices de antioxidantes enzimaticos, como a atividade de GST e CAT, além dos
niveis de antioxidantes ndo enzimaticos, como tiéis protéicos (PSH) e néo protéicos
(NPSH) e vitamina C.

Entende-se assim que este estudo se torna importante uma vez que grande
parte dos trabalhos publicados é limitada a mensuracdo de antioxidantes por grupo
amostral, carecendo de mais parametros correlativos que reflitam melhor o papel
progndstico desses elementos nas pacientes com HSIL. Além disso, sabendo que os
EROs possuem papel fundamental na carcinogénese, ndo ha um consenso da
literatura sobre os reais parametros oxidativos e antioxidantes alterados nas

pacientes com lesdo precursora do cancer de colo uterino.

MATERIAIS E METODOS

Grupo experimental

Foram selecionadas dezessete (17) pacientes com HSIL recém-
diagnosticadas por exames de Papanicolau, seguido de biopsia realizados na
Clinica da Mulher da Cidade de Chapec6-SC, que nao haviam se submetido a
gualquer tratamento prévio para essa patologia. Também foram selecionadas
dezessete (17) pacientes com resultado do exame de papanicolau negativo para
HSIL ou LSIL, da mesma faixa etaria das mulheres do grupo anterior, as quais
também n&o tinham histérico de doencga prévia, ndo haviam sido em nenhum
momento tratadas para HSIL ou LSIL e sem historico de cancer. As informagfes de
subtipo histologico da doenca, doencas inflamatérias ginecoldgicas e doencas
cronicas foram obtidas através de prontuario medico e entrevista com as pacientes.
As pacientes com HSIL foram convidadas a participarem da pesquisa na consulta
com ginecologista, aceitando participar de forma voluntaria. A sele¢cdo das mulheres



participantes ocorreu entre os anos de 2019 a 2021, conforme o ndmero de casos
notificados no municipio de Chapecé no periodo. Ressalta-se que o0 nuamero
amostral da presente pesquisa foi significativamente afetado pela pandemia da
COVID-19, visto que, durante a fase de coleta do grupo experimental, muitos
exames de triagem e consultas eletivas no servico de ginecologia do municipio ndo
estavam sendo realizadas, apresentando, portanto, um subdiagnostico para o
periodo. A faixa etaria das pacientes com HSIL e grupo controle foi de 22 a 45 anos.
Foram excluidas do estudo pacientes que ja tenham realizado a remocéao cirdrgica
das lesdes neoplasicas ou iniciado o tratamento farmacolégico. O presente estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), de acordo com as normas da Resolucdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude sobre Pesquisa envolvendo seres humanos. O consentimento de
participacdo foi obtido através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

Parametros antropométricos

Os parametros antropométricos foram obtidos através de informacdes
concedidas pelos préprios sujeitos no momento da coleta ou determinados da
seguinte forma:

- Estatura: a estatura total dos sujeitos foi obtida em posi¢cdo ortostatica por
meio da distancia entre a planta dos pés e o vértex da cabeca utilizando-se
um estadidometro vertical;

- Peso corporal: o peso corporal foi determinado pela massa corporal total do
individuo utilizando uma balanca digital,

- Indice de massa corporal: o indice de massa corporal (IMC) foi calculado pela
divisdo da massa corporal de cada participante pelo quadrado da sua estatura

expressa em metros, de acordo com recomendacdes da ABESO (2016).%*

Coleta e preparo das amostras

As pacientes foram submetidas a uma puncéo periférica Unica de 20 ml de
sangue total em tubos de sistema a vacuo contendo EDTA e tubos sem

anticoagulantes. Apds a coleta, os materiais foram encaminhados ao laboratoério e



10

processados para separacdo em sangue total e plasma (a partir dos tubos contendo
EDTA), e soro (a partir dos tubos sem anticoagulantes). Seguindo-se o
processamento, as amostras foram congeladas em freezer a -80°C para futuras

analises.

Quantificacdo de proteinas

A determinacéo de proteinas totais foi realizada de acordo com o método de
Bradford (1976) com o uso do corante de Coomassie brilliant blue BG-250 e
albumina bovina de soro bovino como padrdo.?® Esse método foi necessario para

determinar a atividade de CAT e GST por mg de proteina.

Quantificacdo de marcador de dano oxidativo

A peroxidacéo lipidica foi estimada medindo-se TBARS em amostras de soro
de acordo com um método modificado de Jentzsch et al. (1996).2° Para isso, foram
adicionados 0,2 ml de soro a mistura de reacdo contendo 1 ml de &cido orto-
fosférico a 1% e solucédo alcalina de 0,25 ml de TBARS (volume final 2 ml), seguido
de 45 minutos de aquecimento a 95°C. ApdOs o resfriamento, as amostras e 0s
padrdes de malondialdeido (MDA) foram lidos a 532 nm, contra o branco da curva

padrdo. Os resultados foram expressos em nanomoles de MDA por mililitro de soro.

Quantificacdo de mediador de resposta inflamatoria

A atividade de MPO foi medida em plasma com EDTA e analisada
espectrofotometricamente por um sistema de ensaio acoplado a peroxidase
modificado envolvendo fenol, 4-aminoantipirina (AAP) e H202. Na presenca de H20:2
como agente oxidante, a MPO catalisa o acoplamento oxidativo de fenol e AAP,
produzindo um produto colorido, quinoneimina, com absorbancia maxima de 500
nm. O coeficiente de absorbancia milimolar para a quinoneimina foi determinado
como sendo X = 14 £ 0,1/mM-1cm?, semelhante aos valores descritos por Kayyali et
al.,, (1991).?” Os resultados foram expressos em micromolar de quinoneimina

produzido em 30 min.
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Quantificacdo de antioxidantes

Catalase

A determinagéo da CAT foi realizada em sangue total citratado de acordo com
um método modificado de Nelson e Kiesow (1972).?8 Este ensaio envolve a
alteracdo da absorbéancia a 240 nm devido a decomposicdo de hidrogénio
dependente de CAT peroxido. Uma aliquota (0,02 ml) de sangue foi homogeneizada
em tampdo fosfato de potassio, pH 7.0. A determinacdo espectrofotométrica foi
iniciada pela adicdo de 0,07 ml em uma solucéo aquosa de 0,3 mol/l de perdxido de
hidrogénio. A mudanca na absorbancia a 240 nm serda medida por 2 min. A atividade
da CAT foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar (0,0436 cm? pmol) e os

resultados expressos em picomoles por miligrama de proteina.

Glutationa-S-transferase

A atividade da GST foi medida no soro, como descrito por Warholm et al.
(1985).2° A técnica tem como principio o uso de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB)
como substrato, necessario para a enzima presente na amostra conjugar a GSH ao
CDNB e assim formar um croméforo detectavel em 340 nm. A atividade foi
monitorada durante 30 minutos com intervalos de 30 segundos, sendo obtida por
meio do delta da absorbancia e os valores expressos em mmol min—t ml~1. A mistura
do ensaio continha uma quantidade adequada de solu¢cdo de amostra (em torno de
2,3 mg/ml de proteina) e o método de Bradford (1976) foi utilizado para a

determinacéo do teor proteico.?®

Vitamina C

A vitamina C foi avaliada no soro de acordo com o método de Roe e Kuether
(1943).3° As proteinas foram precipitadas com acido ticloroacético, por agitacdo em
vortex e centrifugacdo. O sobrenadante livre de proteina foi misturado com
dinitrofenilhidrazina em acido sulfarico contendo tioureia e sulfato de cobre e
incubado a 37°C por 2 h. O conteudo de acido ascorbico foi determinado a 520 nm e

expresso como mg de acido ascorbico/ml de soro.
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Determinacé&o de grupamentos —SH proteicos e nao proteicos

Os PSH e NPSH foram mensurados espectrofotometricamente com o
reagente de Ellman (1959).3! Aliquotas de soro foram adicionadas a uma solucéo
tampao fosfato 1 mM, pH 7,4, e acido 2-nitrobenzoico 10 mM. A reacéo foi lida a 412
nm. Para a dosagem de NPSH, as amostras de soro foram previamente
desproteinizadas com adi¢cdo de solucdo de &cido tricloroacético 10%, agitacdo em

vortex e centrifugagédo. Os dados foram descritos em pmol/ml de soro.

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliar a
distribuicdo de normalidade. Como os dados ndo seguem distribuicdo normal foi
aplicado o teste ndo paramétrico Teste U de Mann-Whitney para a comparagao
entre as médias dos grupos e interpretacao dos resultados. O nivel de significancia a
ser utilizado é de p<0,05 em todas as analises. O programa estatistico utilizado foi o
Graphpad® Prism versao 8.0.

RESULTADOS

Dados antropométricos

No estudo foram analisados os dados provenientes de 17 mulheres
portadoras de HSIL e comparado com 17 mulheres saudaveis que compunham o
grupo controle. Todas as participantes do estudo ndo haviam se submetido
previamente a nenhum tipo de tratamento para essas lesbes ou cancer de colo
uterino. Os dados antropométricos das participantes estao representados na Tabela
1. As idades foram estatisticamente semelhantes no grupo das pacientes com HSIL
(31,6+6,7 anos) quando comparadas ao grupo controle (35,7+5,4 anos). Do mesmo
modo, os valores de estatura foram iguais no grupo das mulheres portadoras de
HSIL (1,59+0,09 m) vs o grupo controle (1,63+0,11 m). Da mesma forma, as
medidas de massa corporal e IMC também se mostraram semelhantes entre os dois
grupos analisados, com 70,01+16,08 kg para pacientes com HSIL vs 68,88+25,01 kg
para grupo controle e 27,05+3,09 Kg/m? vs 26,41+3,81 Kg/m?, respectivamente). Por

fim, o uso de anticoncepcional oral foi reportado por 53% das pacientes com HSIL e
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26,7% de antidepressivos, enquanto que o grupo controle, 83,33% e 0%,

respectivamente.

Parametro de dano oxidativo

A peroxidacdo lipidica, estimada pelos niveis de TBARS em sangue
periférico, foi comparada entre pacientes com e sem HSIL e demonstrada na Figura
1. Os niveis de TBARs nado apresentaram diferencas significativas entre 0os grupos
analisados (0,614+0,39 mmol MDA/ml em mulheres com HSIL vs 0,557+0,32 nmol
MDA/ml em mulheres sem HSIL, p=0,05).

Mediador de resposta inflamatéria

As andlises de MPO néo revelaram diferenca estatistica significativa entre
mulheres com HSIL e grupo controle (2,145+0,91 vs 1,719+0,75 pM de

quinoneimina, respectivamente, p=0,05, Figura 2).

Antioxidantes enzimaticos

Os niveis de atividade dos antioxidantes enzimaticos foram analisados e
comparados com os de mulheres sem HSIL e reportados na Figura 3. A atividade
da CAT apresentou-se significativamente menor nas pacientes selecionadas com
HSIL quando comparada com o grupo controle (0,026+0,12 vs 0,065%0,29 pmol/mg
de proteina, respectivamente, p<0,05, Figura 3A). Os valores da GST apresentaram
uma pequena predisposicdo a serem maiores nas pacientes com HSIL quando
comparado com o grupo controle, porém, sem diferenca estatistica significante
(0,0368+0,02 vs 0,0153+0,01 mmol min-1 ml-1, respectivamente, p=0,05, Figura
3B).

Antioxidantes n&o enzimaticos
Os valores para os antioxidantes ndo enzimaticos foram analisados e

comparados com o grupo controle e dispostos na Figura 4. Foi verificado que os

niveis de Vitamina C mostraram-se semelhantes entre ambos os grupos (0,381+0,19
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mg/ml em pacientes com HSIL vs 0,493+0,13 mg/ml no grupo controle, p=0,05,
Figura 4A), assim como os niveis de NPSH (0,32+0,09 pumol/ml em mulheres com
HSIL vs 0,44+0,089 umol/ml no grupo controle, p=0,05, Figura 4B). Ja os valores de
PSH demonstraram-se significativamente menores nas pacientes com as lesfes
uterinas (0,72+0,15 pmol/ml em pacientes com HSIL vs 0,98+0,21 pmol/ml no grupo

controle, p<0,05, Figura 4C).

DISCUSSAO

Encontram-se na literatura diversas pesquisas relacionando o estresse
oxidativo, estado antioxidante e lesdes intraepiteliais de alto grau.'® 323 Neste
estudo foi possivel verificar a alteracdo em dois parametros de estresse oxidativo em
pacientes com les@es precursoras de cancer de colo uterino quando comparado com
grupo de mulheres sem leséo cervical.

Em relacdo aos lipidios, avaliou-se o dano oxidativo pela formacdo de
produtos como o MDA, ou seja, um marcador do dano oxidativo, e que pode ser
medido espectrofotometricamente pelo método de TBARS.%® O aumento dos niveis
desses compostos pode ser atribuido a deficiéncia do mecanismo de defesa dos
antioxidantes.®” Em alguns estudos foram encontrados altos niveis de substancias
reativas aos TBARS na circulagcdo de pacientes com cancer cervical recém-
diagnosticados, sendo indicado como um marcador precoce do estresse oxidativo.3*
8738 Kim et al. (2003) apontaram um aumento nas dosagens de MDA em pacientes
com HSIL em relacdo a pacientes com cancer cervical e ainda sobre o grupo
controle (LSIL e HSIL > cancer de colo uterino > controle). Tal fato paradoxal poderia
ser atribuido a altas taxas de peroxidacao lipidica nas fases iniciais da infec¢do, na
qual o virus seria capaz de induzir linfécitos polimorfonucleares a produzirem
radicais livres de oxigénio.33 Por outro lado, LOOI et al., (2008) apontaram aumento
progressivo de MDA conforme malignidade da doenca: grupo controle < LSIL e HSIL
< céancer de colo uterino, sendo esse crescente relacionado a queda das defesas
antioxidantes e a vulnerabilidade das células frente ao estresse oxidativo.®? Nesta
pesquisa ndo foi observada diferenca significativa entre esses marcadores nas
pacientes com lesdo de alto grau quando comparado ao controle. No entanto, um
estudo mais amplo envolvendo outros estagios do desenvolvimento do cancer

cervical, necessita ser desenvolvido para uma analise melhor do comportamento da
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peroxidagéo lipidica no tumor cervical. Compreende-se também que a amostragem
baixa também pode ter interferido nos resultados obtidos.

A MPO é uma enzima proveniente de leucdcitos, principalmente neutréfilos
envolvidos em processos inflamatérios teciduais, que catalisa a formacdo de
diversas espécies reativas oxidantes.3%43 Assim, esta enzima participa da resposta
imune inata agindo como um agente antimicrobiano e contribui durante a inflamacéao
participando do dano tecidual, o que favorece a converséo de pro carcinogénicos em
carcinogénicos e, desta forma, contribui para a progressdo neoplasica.3® 40 44 Sua
presenca em niveis aumentados indica de forma indireta a quantidade de leucdcitos
recrutados durante a inflamacdo.*® S&o relatados diferentes comportamentos da
funcdo leucocitaria de acordo com os estagios tumorais. Observa-se uma reducao
da atividade dos leucdcitos conforme a progressédo da doenca para cancer invasivo
em relacéo a fase pré-cancerosa ou a mulheres saudaveis.*® As pacientes com HSIL
presente neste estudo ndo apresentaram diferengas significativas de MPO
comparadas ao grupo controle, demonstrando que, da mesma forma, ndo se
demonstrou reducéo da funcdo leucocitaria nesta fase que antecede o cancer, nem
aumento da peroxidacao lipidica em decorréncia de estresse oxidativo. Dessa forma,
sugere-se que esta mesma correlacdo seja realizada com pacientes com cancer de
colo uterino a fim de averiguar alteracdes deste parametro com a progressividade da
doenca.

O grupo de mulheres com leséo cervical teve a atividade do antioxidante CAT
diminuida quando comparadas ao grupo controle. Esta enzima faz parte da defesa
antioxidante primaria, protegendo contra danos celulares e moleculares causados
por espécies reativas ao oxigénio. A CAT participa da neutralizacdo da peroxidacdo
lipidica, por isso, acredita-se que a diminuicdo nos niveis desta enzima neste estudo
possa estar correlacionada ao aumento da lipoperoxidacdo que levaria a exaustéao
da atividade da enzima ou entdo por um uso exacerbado destas pelas células pré
neoplasicas para agir em seu proprio metabolismo, podendo apresentar-se como um
marcador mais precoce e/ou sensivel do que o TBARS.32 37

A conclusdo das analises dos niveis de antioxidantes enzimaticos no sangue
periférico de pacientes com HSIL estdo de acordo com Looi et. al. (2008), que
demonstrou uma diminui¢do significativa nos niveis de atividade enzimética da CAT
em pacientes com HSIL e cancer de colo uterino quando comparado ao controle de

mulheres saudaveis. Como resultado, a reducdo destas enzimas seria capaz de
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contribuir para o aumento de H20:2 circulantes e assim, radicais hidroxilas e estresse
oxidativo, que irdo corroborar com o aumento de MDA, de mutagbes celulares e de
transformacéo neoplasica.®?

De forma paradoxal, Maldonado et al. (2006) demonstraram uma maior
atividade sanguinea de CAT em pacientes recém diagnosticados com HSIL quando
comparados ao grupo controle.3* Esse fato foi associado a um aumento rapido das
defesas antioxidantes no inicio do desenvolvimento tumoral ou a alta producéo pelas
células do cancer nesta etapa. Sendo assim, mais pesquisas precisam ser
realizadas para chegar a uma conclusdo da alteracdo da atividade enzimética nas
pacientes com HSIL.

Ainda na avaliagdo de antioxidantes enzimaticos, Jelic et al. (2018)
observaram um aumento significativo da atividade da GST em pacientes com
neoplasia intraepitelial cervical e carcinoma de células escamosas quando
comparado com o grupo de pacientes com nenhuma alteragdo no exame de
papanicolau.®® Na pesquisa atual, foi encontrada uma discreta tendéncia de aumento
dos niveis de atividade da GST nas pacientes com HSIL comparado com o controle,
porém, ndo significativa estatisticamente, provavelmente pela restricdo do numero
amostral. Acredita-se que essa pequena diferenca de aumento de GST pode ser
considerada como uma adaptacdo de resposta ativa do hospedeiro frente ao
estresse oxidativo causado pela agéo viral.

Os PSH séao considerados os principais responsaveis pela acao antioxidantes
nas proteinas plasmaticas, e estao presentes nos residuos de cisteina, os quais sao
suscetiveis a oxidagdo originando dissulfetos e acido sulfurico, formas que inativam
a funcdo proteica.*’ Segundo Misra (1974), os PSH podem interagir diretamente com
os radicais livres e serem oxidados a dissulfetos.® No presente estudo houve uma
diminuicao significativa dos PSH, o que pode supor a existéncia de uma situacao de
estresse oxidativo maior nas pacientes com HSIL quando comparado ao controle.
Em oposicédo, Gongalves et al. (2005) avaliando os PSH no plasma de pacientes
com LSIL, HSIL e carcinoma cervical ndo encontrou diferencga significativa entre os
grupos, nem mesmo quando comparado com o grupo controle, sugerindo que este
antioxidante pode n&o apresentar alta sensibilidade para avaliar a progressao da
doenca.®® No entanto, para uma melhor conclusdo do papel do PSH nas pacientes
com HSIL é necessario a realizacdo de novos trabalhos com um numero de

amostragem maior.
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Os demais antioxidantes ndo enziméticos avaliados neste estudo se
apresentaram semelhantes no grupo de mulheres com HSIL comparado as mulheres
sem lesao cervical. O que pode estar relacionado a limitagdo do “n” amostral ou ao
nao consumo desses antioxidantes nessa etapa pré-cancerigena. A glutationa
reduzida (GSH) é o principal excludente de radicais livres no organismo humano. A
dosagem de NPSH avalia o contedudo desse antioxidante no organismo, uma vez
que, o grupamento tiol no meio intracelular mais abundante é a glutationa na sua
forma reduzida.*® °° No mais, a glutationa redutase (GR) é uma importante enzima
celular, e possui a funcéo de reciclar a GSSG, mantendo a maior parte na sua forma
reduzida (GSH). Sendo assim, baixos niveis de GSH e da atividade da GR podem
ser perigosos para a célula, uma vez que estas estdo relacionadas com a
capacidade redutora do citosol, protegendo a célula contra processos oxidativos
patolégicos.®® Os resultados aqui apresentados mostraram-se semelhantes no
consumo dos NPSH nas pacientes com HSIL e o grupo controle. Em oposi¢éo, o
estudo in vitro realizado por Cruz-Gregorio et al. (2018) com linhagens celulares
cervicais transfectadas com plasmideos virais do HPV, no qual relaciona a deplecéo
da atividade da CAT e da expressdo de GSH a acdo da oncoproteina E6 dos HPVs
16 e 18 com intuito de aumentar o estresse oxidativo e facilitar o dano ao DNA.?°

J& Srivastava et al. (2009), encontraram indices progressivamente reduzidos
de GSH em sangue periférico de pacientes com céancer de colo uterino, de acordo
com o aumento no estadiamento da doenca, porém, ndo avaliaram o0s niveis em
pacientes com lesdes pré-cancerosas.®? De forma contraria, Maldonado et al. (2006),
reportaram aumento das taxas de GSH em estdgios iniciais de lesGes pré-
cancerosas e relacionaram este fato a acao antioxidante inicial ainda alta ou a maior
produtividade pelas células cancerosas na tentativa de estabelecer seu proéprio
sistema de defesa.®* Por esse motivo, acredita-se que a auséncia de diferenca dos
niveis de NPSH entre os grupos analisados no presente estudo possa estar
relacionado também a niveis intermediarios da capacidade antioxidante da GSH
nesta etapa da diferenciacdo das células infectadas, em decorréncia da reducdo do
status basal do hospedeiro e aumento da producdo antioxidante pelo proprio
metabolismo pré-canceroso a medida em que o0 estresse oxidativo se eleva, a fim de
favorecer a progresséao tumoral.

A vitamina C possui capacidade de combater o estresse oxidativo ao reagir
diretamente com Oz e OH- e demais hidroperéxidos lipidicos, além de inibir a
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formacdo de nitrosaminas.>® Além disso, em experimentos com modelos celulares
SiHa, uma linhagem presente no cancer cervical, a associagéo de vitamina C com o
antineoplasico cisplatina aumentou a inducdo apoptética por meio da via p53.54 O
gue vai de acordo com estudos que evidenciam que a suplementacdo alimentar de
vitamina C pode reduzir o risco de desenvolvimento de HSIL em mulheres infectadas
por HPV de alto risco, j& que representa importante papel na imunidade precoce e
reacdo antioxidante no para o epitélio cervical.>® 2 Lee et al. (2005) demonstraram
uma diminuicdo nos niveis plasmaticos dessa vitamina em mulheres com HSIL
guando comparado com o grupo controle.? No presente estudo os valores para
vitamina C se mostraram semelhantes nas pacientes com lesdes precursoras do
cancer cervical quando comparado com o controle. No entanto, pode-se pensar que
em um estudo com amostragem maior haja a possibilidade de se encontrar
resultados semelhantes ao encontrado por Lee et al. (2005).1?

Observou-se, em geral, que o status antioxidante parece estar diminuido em
pacientes com HSIL, o que corrobora com o estudo publicado por Kim et al. (2003),
no qual encontrou-se dosagens diminuidas de antioxidantes totais em pacientes com
esta patologia, além de reducéo gradativa desses niveis a medida em que o cancer
se torna invasivo. Este fato pode indicar a capacidade de modulacdo das células
infectadas pelo HPV de controle sobre as defesas antioxidantes do hospedeiro, a fim

de favorecer a progressao tumoral.33

CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho indicam a possibilidade de haver
um desequilibrio entre os pré-oxidantes e antioxidantes em pacientes com leséo
cervical precursora de cancer de colo uterino, apontando que o estresse oxidativo
pode estar intimamente relacionado com os estagios iniciais da carcinogénese. Os
resultados dos niveis diminuidos de CAT em mulheres com HSIL quando
comparado com o controle indicam a possivel ocorréncia de uma maior exaustao da
atividade dessa enzima na eliminacdo de radicais livres gerados pela atividade viral
das células pré-neoplasicas ou sua captura por tais células a fim de promover o
aumento do estresse oxidativo e facilitar sua incorporagédo e progressao tumoral no
metabolismo hospedeiro. Da mesma forma, os valores significativamente menores

para PSH nas pacientes com lesdo precursora de carcinoma de colo uterino
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evidenciam um possivel aumento de producdo de radicais livres levando a um
consumo dessas substancias e consequentemente diminuigdo no organismo.
Embora neste estudo pode-se observar uma grande quantidade de medi¢bes nao
significativas que podem ter sido afetadas pela baixa amostragem alcancada em
decorréncia do periodo de coleta durante a pandemia da COVID-19, observaram-se
modificagcdes do perfil oxidativo nas pacientes com HSIL quando comparado as
pacientes saudaveis, principalmente no que tange a reducédo de antioxidantes nas
pacientes com lesdo cervical. No entanto, ha algumas divergéncias na literatura
sobre o perfil de alteracdo do estresse oxidativo nas pacientes com HSIL. Sendo
assim, uma continuacdo desse estudo com maior amostragem se faz necessaria

para melhor elucidacéo.
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TABELA

Tabela 1. Caracteristicas gerais das participantes do estudo com HSIL e grupo controle.

Pacientes com HSIL Grupo Controle
Idade (anos)! 31,646,7 35,7454
Estatura (m)* 1,59+0,09 1,63+0,11
Massa Corporal (Kg)* 68,88+25,01 70,01+ 16,08
IMC (Kg/m?)t 27,05+3,09 26,41+3,81
Uso de Anticoncepcional Oral? 53% 83,33%
Uso de Antidepressivos? 26,70% 0%

1 Os dados estdo apresentados com média e desvio padréo.
2 Os dados estdo apresentados em porcentagem
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TITULOS E LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Parametros de dano oxidativo. Mostra os resultados das analises dos
parametros de dano oxidativo por peroxidacao lipidica. Nas mulheres com HSIL, os
niveis de TBARs apresentaram-se semelhantes aos de mulheres saudaveis
(0,614+0,39 vs 0,557+0,32 nmol MDA/mI, respectivamente, p=0,05). A analise
estatistica utilizada foi o teste U de Mann-Whitney.

Figura 2. Parametros de resposta inflamatoria. Apresenta os resultados das
analises de parametros de resposta inflamatoria. A MPO apresentou-se semelhante
entre pacientes com HSIL quando comparado ao grupo controle (2,145+0,91 vs
1,719+0,75 pM de quinoneimina, respectivamente, p=0,05). A anadlise estatistica
utilizada foi o teste U de Mann-Whitney.

Figura 3. Antioxidantes enzimaticos. Apresenta os resultados das andlises de
antioxidantes enziméaticos. A atividade da CAT apresentou-se menor nas pacientes
selecionadas com HSIL quando comparada com o grupo controle (0,026+0,12 vs
0,065+0,29 pmol/mg de proteina, respectivamente), p<0,05, Figura 3A). J& os
valores da GST apresentaram uma tendéncia a serem maiores nas pacientes com
lesdo de alto grau em relacdo ao grupo controle (0,0368+0,02 vs 0,0153+0,01 mmol
min+ ml+, respectivamente, p=0,05, Figura 3B). A analise estatistica utilizada foi o
teste U de Mann-Whitney. O ™" indica diferenca entre os grupos, considerando
p<0,05.

Figura 4. Antioxidantes ndo enzimaticos. Mostra os resultados das dosagens dos
antioxidantes ndo enzimaticos. Pacientes com HSIL tiveram resultados de Vitamina
C semelhantes ao grupo controle (0,381+0,19 vs 0,493+0,13 mg/ml,
respectivamente, p=0,05, Figura 4A), assim como de NPSH (0,32+0,09 pmol/ml em
mulheres com lesGes precursoras vs 0,44+0,089 pmol/ml para o grupo controle,
p=0,05, Figura 4B). O nivel de PSH foi significativamente menor em mulheres com
lesbes cervicais do que entre o grupo controle (0,72+0,15 vs 0,98+0,21 pmol/ml,
respectivamente, p<0,005, Figura 4C). A analise estatistica utilizada foi o teste U de

Mann-Whitney. O "*" indica diferenca entre os grupos, considerando p<0,05.



