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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar as respostas do estresse oxidativo associadas a
infeccdo por HPV e as lesbes precursoras do cancer de colo uterino em mulheres ribeirinhas
da Amazébnia. Envolveu 126 mulheres ribeirinhas de duas comunidades do municipio de
Itaituba, 68 ribeirinhas de duas comunidades do municipio de Limoeiro do Ajurd e 43
mulheres de uma comunidade do distrito do municipio de Braganca, todas no estado do Par3,
com idade entre 14 a 60 anos, atendidas pelo Programa de Prevencdo de Cancer Cérvico
Uterino (PCCU) nos anos de 2013 e 2014. Foi realizado o teste Papanicolaou e a PCR (reacao
em cadeia de Polimerase) para deteccdo de HPV. Coleta de amostras de sangue também foi
obtida para avaliacdo da peroxidacdo lipidica(MDA) e determinacdo de glutationa total
(GSHt) e oxidada (GSSG). Informacdes sociodemograficas foram obtidas durante entrevista
prévia a coleta. Os niveis de MDA foram superiores naquelas com a infeccdo por HPV em
todas as comunidades estudadas. Nas mulheres de Limoeiro do Ajurl e Braganca as
concentracdes de GSH total e GSSG apresentaram-se elevadas sugerindo a expressdo de uma
resposta oxidativa nas mulheres com lesbes pré-malignas de baixo grau do colo uterino ou
HPV. Enquanto que nas mulheres com LIEBG ou HPV de Itaituba os niveis de GSH total
foram superiores aos teores de GSSG, sugerindo a resposta antioxidante da GSH. Sendo este
0 primeiro trabalho em que se investiga respostas do estresse oxidativo associados a lesoes
pré-malignas do cancer de colo de Gtero e a infec¢do pelo HPV em populac@es ribeirinhas da
Amazonia, cujos resultados mostraram associacao significativa entre respostas oxidativas e a
infeccé@o pelo HPV, tornam-se relevantes estudos em que se investiguem os principais fatores
que influenciam as repostas do estresse oxidativo nessa populagéo.

Palavras-chave: Neoplasias do Colo do Utero. Papillomaviridae. Estresse Oxidativo.
Mulheres.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the responses of oxidative stress associated with HPV infection
and precursor lesions of cervical cancer in women riverside of the Amazon. Involved 126
riverside women two ltaituba city communities, 68 riverine two communities of Limoeiro do
Ajura and 43 women of a community of Braganca city district, all in the state of Para, aged 14
to 60 years, attended the cervical Cancer Prevention Program Uterine (PCCU) in the years
2013 and 2014. Was realized the Pap test and PCR (polymerase chain reaction) to HPV
detection. Collection of blood samples were also obtained for evaluation of lipid peroxidation
(MDA) and determination of total glutathione (GSHt) and oxidized (GSSG).
Sociodemographic information was obtained during an interview prior to the collection. MDA
levels were higher in those with HPV infection in all communities studied and those with low-
grade precursor lesions in ltaituba. In Limoeiro do AjurG and Braganca women the
concentrations of total GSH and GSSG were presented suggesting high expression of an
oxidative response in women with pre-malignant lesions of low grade uterine or cervical
HPV. While women with HPV lItaituba LIEBG or the full GSH levels were higher than GSSG
levels, suggesting the antioxidant GSH response. Which is the first work that investigates
responses of oxidative stress associated with pre-malignant lesions of cervical cancer and
HPV infection in riverside communities in the Amazon, the results showed a significant
association between oxidative responses and HPV infection, become relevant studies which

investigate the main factors influencing the responses of oxidative stress in this population.

Keywords: ColoCervical Neoplasms. Human Papillomavirus.Oxidative Stress. Women'S.
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1 INTRODUCAO

O céncer de colo uterino no Brasil apresenta taxas intermedidrias de incidéncia
estimada e de mortalidade quando comparadas a outros paises em desenvolvimento, todavia
expressa altas taxas quando relacionadas com paises desenvolvidos com programas de
deteccdo precoce bem estruturado (BRASIL, 2013).

“Paises europeus, Estados Unidos, Canada, Japao e Australia apresentam as menores
taxas, enquanto paises da América Latina e, sobretudo, de regides mais pobres da Africa,
apresentam valores bastante elevados” (BRASIL, 2013, p.43).

Segundo as ultimas estimativas para 0 ano de 2016, excetuando-se 0s casos de cancer
de pele ndo melanoma, o cancer cérvico uterino € o terceiro cancer mais incidente na
populacdo feminina brasileira, atrds do cancer de mama e do cdlon e reto, e 0 quarto de maior
mortalidade, sendo esperados 16.340 casos novos. No cenario epidemiologico da regido
amazonica, o cancer de colo uterino apresenta-se como 0 cancer mais incidente na Regido
Norte, com expectativa de 1.970 casos novos (BRASIL, 2015). Em 2014, no estado do Para
era 0 segundo mais incidente na populacdo feminina, atras do cancer de mama, com
estimativa de ocorrerem 830 casos novos (BRASIL, 2014).

Ressalta-se que o cancer de colo uterino esta fortemente ligado a condicGes de pobreza,
auséncia ou fragilidade das estratégias de educacdo comunitaria e a dificuldade de acesso a
servicos de saude para prevencdo, deteccdo precoce e tratamento das lesGes precursoras
(BRASIL, 2006b). Realidade vivida por muitas populagdes ribeirinhas da Amazo6nia
(DUARTE et al., 2010; COSTA et al.,2011).

Na década de 1990, em consequéncia da relevancia epidemiolégica do cancer de colo
uterino no Brasil, o Ministério da Satde (MS) instituiu o Programa Nacional de Controle do
Cancer Cérvico-Uterino (PNCCU). Este programa tem como foco identificar precocemente o
cancer de colo uterino em mulheres assintomaticas, estratégia conhecida como rastreamento
ou screening (BRASIL, 2010). Para isso é necessario submeter as mulheres ao exame
colpocitopatoldgico, a fim de detectar com antecedéncia as lesdes precursoras deste cancer, e
logo, preveni-lo.

Pouco se sabe acerca dos mecanismos que influenciam na génese das lesbes
precursoras do cancer cervico uterino. Compreende-se que a presenca de certos tipos de
Papilomavirus Humano (HPV), como os de alto risco oncogénico sdo potentes carcind6genos
humano. No entanto, o crescimento neoplésico no colo uterino é resultado ndo s6 da presenca
do HPV como da presenca de outros fatores, dentre estes tem sido apontado o estresse
oxidativo (MARCO, 2013).
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Segundo Ribas Fillho e Suen (2013) as espécies reativas, também denominadas radicais
livres (RLs), estdo envolvidas em diversos processos fisioldgicos, como mecanismos de
defesa celular e a¢cBes moduladoras em vasos. No entanto, também estdo relacionadas em
processos ndo fisioldgicos, podendo influenciar tanto para o inicio como para a progressdo de
doencas, tal como a carcinogénese.

O estresse oxidativo € uma ameaca constante para 0s organismos aerobicos, sendo
gerados durante a fosforilacdo oxidativa mitocondrial, bem como durante a inflamacao,
infeccdo, exposicdo a UV (ultravioleta), radiacao ionizante e agentes de agressdo quimica e
mecanica. Os tecidos epiteliais sdo alvos eletivos da infeccdo pelo HPV e sdo também
fortemente expostos a todas as fontes de estresse oxidativo (MARCO, 2013).

De acordo com Ribas Filho e Suen (2013) os radicais livres podem gerar danos
irreversiveis a biomoléculas importantes como os lipidios de membrana, as proteinas e o
DNA (acido desoxirribonucleico) com consequente morte celular. Essa disfuncdo pode
colaborar para o desenvolvimento das lesdes precursoras do cancer cérvico uterino, além da
persisténcia do HPV.

Para Sampaio e Almeida (2009, p.290) “a relacdo entre as lesdes precursoras, cancer de
colo de Utero e os radicais livres ocorre por ser o principal fator etiolégico dessa doenca a
infeccdo pelo HPV™.

Acredita-se que ocorra dois tipos de mecanismos de cooperagdo entre o estresse
oxidativo e o HPV: a atividade genotoxica do estresse oxidativo e a instabilidade genémica
induzidas pelo HPV influenciam de forma diferente para a geracdo de danos moleculares
necessarios para o aparecimento de células neoplésicas; e o estresse oxidativo interage com
uma ou mais fases de iniciacdo e/ou progressdo neoplésica induzida pela infec¢do por HPV
(MARCO, 2013).

Ademais, as células cancerigenas estdo frequentemente expostas a varias condi¢bes de
estresse, como hipoxia (baixos niveis de oxigénio), inflamacéo, perda de adesao célula-célula
e célula-matriz extracelular, estresse metabolico, decorrente da desregulacéo da producéo de
energia, e diversos fatores ambientais (DHILLON et al., 2007; SILVA; JASIULIONIS,
2014).

Assim, as células cancerigenas sdo indiscutivelmente as principais responsaveis pela
producdo e liberagdo de oxidantes na circulagdo. Comumente, ocorre a diminuigdo das
defesas antioxidantes na intencdo de recuperar o balango oxidativo celular e compensar o
excesso de oxidantes lancados na circulacdo (KLAUNING; KAMENDULIS, 2004,
MALDONADO, 2008).
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Neste sentido, Maldonado (2008) estudando os parametros oxidativos em pacientes
com neoplasia intraepitelial uterina de alto grau de origem escamosa constatou que 0s niveis
de sushstancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), proteina carbonil, catalase (CAT) e
glutationa reduzida (GSH) encontraram-se elevados no grupo de pacientes com neoplasia, as
quais ndo haviam feito tratamento, em relacdo aos pacientes tratados e em relagcdo ao grupo
controle. Outrossim, Beevi, Rasheed e Geetha (2007) avaliando as espécies reativas de
oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (RNS), simultaneamente, em conjunto
com o estado antioxidante em mulheres com carcinoma de colo uterino encontraram o nivel
de malondialdeido (MDA) maior em pacientes com cancer de colo uterino, em comparacao
com grupo controle. Além disso, as enzimas antioxidantes, superoxido dismutase (SOD),
CAT e glutationa peroxidase (GSH-Px) mostraram-se diminuidas, enquanto que a glutationa
S-Tranferase (GST) apresentou-se elevada.

Por outro lado, pesquisas mostram que enquanto 0s niveis normais de antioxidantes no
meio intracelular protegem o DNA da célula de lesbes provocadas pelas EROs e prejudica a
carcinogénese, a presenca de quantidades normais de antioxidantes no cancer ja instalado
aumenta a proliferacdo celular maligna, diminui a apoptose e ajuda a neoangiogénese tumoral
(FELIPPE JUNIOR, 2004).

Salienta-se também, que ainda ha divergéncias quanto as causas para 0 aumento dos
niveis de moléculas oxidantes e reducdo das defesas antioxidantes na presenca de células
tumorais.

Portanto, tornam-se relevantes estudos em que se verifique a associacdo do estresse
oxidativo com a infec¢do pelo HPV e as lesBes precursoras do cancer de colo uterino em
populacbes de comunidades ribeirinhas da Amazonia, como nas comunidades dos municipios
de Itaituba, Limoeiro do Ajuru e Braganca, localizadas no estado do Pard, pois além de serem
locais onde se tem poucos estudos epidemioldgicos, podera esclarecer questdes ainda
obscuras quanto a carcinogénese e permitir medidas de maior impacto no combate ao cancer
de colo de utero.

Salienta-se que 0s povos ribeirinhos sdo populagdes que em geral dependem da pesca
artesanal tanto para o consumo familiar, tendo no pescado a principal fonte de proteinas,
como para a comercializagdo a fim de obtencdo de renda. Além disso, apresentam grande
dispersdo e distribuicdo geogréfica. Dessa forma, exibem relevantes dificuldades
socioeconémicas relacionadas a educacdo, moradia, alimentacdo e saude. Acredita-se que
essa realidade pode estar influenciando nos altos indices de cancer de colo uterino na regido

norte do Brasil, haja vista que as comunidades ribeirinhas da Amazonia representam uma
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parcela importante da regido. Ademais muitas mulheres dessas comunidades ndo tém
oportunidade de realizar o exame Papanicolaou, o principal método de rastreio para o cancer
cérvico uterino. Em geral, essa falta possivelmente esta ligada a falta de infraestrutura dessas
localidades, localizacdo geografica, deficiéncia de educacdo em salde, além de outros
fatores.

Compreende-se que ainda hd a necessidade de mais estudos quanto aos fatores que
influenciam o desenvolvimento do cancer cérvico uterino, pois ainda ha muitos
questionamentos quantos aos elementos que desencadeiam as lesdes precursoras do cancer de
colo uterino e sua relagdo com o HPV.

Ribas Filho e Suen (2013), Sampaio e Almeida (2009) e Marco (2013) sugerem que 0
desenvolvimento das lesdes precursoras pode ser influenciado pela presenca de radicais livres
no organismo humano, além da atividade do HPV. Diante disso, 0 monitoramento do estresse
oxidativo € relevante e pode se dar através de diversos marcadores bioquimicos oxidativos e
de antioxidantes, entre estes a quantificacdo do MDA (malondialdeido), um dos produtos
secundarios da peroxidacdo lipidica, cuja quantificacdo pode ser realizada em amostras de
plasma, a glutationa oxidada (GSSG) em amostras de sangue, oxidante originado da reducéo
do perdxido de hidrogénio (H20), além da determinacdo da GSH total em eritrocitos, tendo
em vista, que varias sdo as evidéncias que esses parametros ficam alterados na presenca de
uma doenga maligna.

Adicionalmente, o presente estudo poderad trazer resultados aplicados as medidas
terapéuticas com o uso de antioxidantes naturais para a prevencdo e o tratamento do cancer
de colo de utero, auxiliar no rastreamento e no progndéstico das lesdes precursoras do cancer
de colo uterino, prover centros de pesquisas cientificas com informacdes novas e atualizadas,
gerando novas hipoteses, e ao final, corroborar para um maior controle sobre o cancer de colo

uterino.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O céncer

Atualmente, o cancer é uma das doencas mais temidas pela humanidade. Em geral, esse
temor é decorrente da auséncia de tratamento efetivo para a maioria das neoplasias malignas.
Felizmente, houve consideravel progresso no desenvolvimento de alternativas de terapias nos
ultimos anos (ROBINS; LI1U, 2006).

A denominagdo “cancer” se refere a um conjunto de mais de 100 diferentes tipos de
doencgas, 0s quais apresentam crescimento desordenado de células anormais com potencial
invasivo. Adicionalmente, multifatores cuja acdo pode ser conjunta ou em sequéncia,
influenciam o inicio ou a inducdo da carcinogénese. (BRASIL, 2014).

As células cancerigenas apresentam crescimento diferente das células normais. As
células cancerigenas se dividem de forma réapida, agressiva e incontrolavel, ocasionando a
formacéo de tumores (acumulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas. Ao passo que,
um tumor benigno significa uma massa localizada de células que se multiplicam
vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente constituindo um risco de
vida (BRASIL, 2011a).

A denominacdo dos diferentes tipos de neoplasia maligna corresponde ao tipo de
células que originou o cancer. Nos tumores malignos, utiliza-se da origem embrionaria dos
tecidos para a nomenclatura dos canceres. Neoplasias malignas originadas do epitélio de
revestimento externo e interno sdo chamados de carcinomas, quando a origem € do epitélio
glandular sdo denominadas adenocarcinoma; e quando originados de tecido conjuntivo
(mesenquimais) tém o acréscimo de sarcoma ao final do termo que corresponde ao tecido.
(BRASIL, 2011a).

De acordo com Brasil (2014, p.25):

O desenvolvimento da maioria dos canceres requer multiplas etapas que
ocorrem ao longo de muitos anos. Assim, alguns tipos de cancer podem ser
evitados pela eliminacdo da exposicdo aos fatores determinantes. Se o
potencial de malignidade for detectado antes das células tornarem-se
malignas, ou numa fase inicial da doenca, tem-se uma condicdo mais
favoravel para seu tratamento e, consequentemente, para sua cura
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2.2 Cancer de colo do utero

O céancer de colo do Utero tem causado preocupacdo ao sistema de saude publico,
especialmente em paises em desenvolvimento devido as altas taxas de morbimortalidade,
apesar da perspectiva de cura com a detecgdo precoce desta doenga. Em geral, tem inicio nas
mulheres a partir dos 30 anos, tendo um pico naquelas entre 50 e 60 anos. (BRASIL, 2014).

De acordo com BRASIL (2013, p.42) “o cancer ceérvico uterino tem inicio na
replicacdo desordenada do epitélio de revestimento do 6rgédo, atingindo o tecido subjacente
(estroma) e podendo invadir estruturas e orgaos contiguos ou a distancia”. A evolugdo do
cancer pode ocorrer em um periodo que varia de 10 a 20 anos (BRASIL, 2006a).

O carcinoma das células escamosas € tipo histolégico mais comum de cancer de colo
uterino, representando em torno de 85% a 90% dos casos (BRASIL, 2014). E dentre os
sintomas se destacam “o sangramento vaginal (espontaneo, apds o coito ou esforco),
leucorréia (corrimento vaginal) e dor pélvica, os quais podem estar associados com queixas
urinarias ou intestinais nos casos mais avangados” (BRASIL, 2013, p.45).

No Brasil, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do colo do Utero
€ o0 cancer mais incidente nas mulheres na regido Norte, seguida pelas regides Centro-Oeste e
Nordeste, onde é o segundo mais frequente, sendo esperados 1.560 casos novos na regido
Centro-Oeste e 5.630 na regido nordeste. Na regido Sudeste € o terceiro cancer mais incidente
nas mulheres e o quarto na regido Sul, sendo esperados 4.940 e 2.240 casos NOVoOs,
respectivamente (BRASIL, 2015).

Para o éxito do controle do cancer do colo do utero é de grande relevancia a melhoria
do acesso aos servigos de saude e a informacdo, o que implica na reformulacdo de estratégias
para 0 aumento da cobertura e mudancas dos processos de trabalho, além do trabalho
conjunto entre setores do setor publico e sociedade civil organizada. Adicionado a isso,
torna-se necessario também que as mulheres tenham acesso a informacdes claras e
culturalmente apropriadas para cada regido em todos os niveis do atendimento (BRASIL,
2013).

2.2.1 Fatores de Risco

De acordo com Pinto, Tulio e Cruz (2002) os fatores de risco associados ao cancer de
colo de Utero podem ser classificados em dois grupos: os documentados experimentalmente e
os clinicos ou epidemioldgicos. Dentre os classificados no primeiro grupo, podem-se citar 0s
fatores imunoldgicos (resposta imune local e humoral), a associagdo com Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), os fatores genéticos (como o polimorfismo da proteina
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p53), o tabagismo e o uso de contraceptivos orais. No que se refere aos fatores de risco
clinicos ou epidemiolodgicos, destaca-se o inicio precoce da atividade sexual, a multiplicidade
de parceiros, a baixa escolaridade e renda, a multiparidade e histéria de DST. Além desses
fatores, hd a infeccdo por HPV, as infeccBes genitais de repeticdo e a higiene intima
inadequada (BRASIL, 2006a; SAMPAIO; ALMEIDA, 2009).

Ademais, estudos sugerem que a alimentacdo pobre em alguns micronutrientes,
principalmente vitamina C, betacaroteno e folato sdo fatores de risco para carcinogénese do
colo uterino (SAMPAIO; ALMEIDA, 2009).

Alguns fatores de risco diretamente relacionados a resposta imunoldgica tém sido
associados a maior chance de desenvolvimento de NIC. Mulheres imunossuprimidas por
transplante de Orgdos solidos, em tratamentos de céncer e usuarias cronicas de
corticosterodides constituem os principais exemplos deste grupo. A prevaléncia da infeccao
pelo HPV e a persisténcia viral, assim como a infeccdo mdltipla (por mais de um tipo de

HPV) sdo mais frequentes nesse grupo de mulheres (BRASIL, 2013).

2.2.2 Lesbes Precursoras do Cancer Cérvico Uterino (LPCCU)

As Lesdes Precursoras do Cancer Cérvico Uterino (LPCCUSs) sdo consideradas lesdes
pré-malignas, as quais exibem diversas alteragdes no epitélio original, capazes de evoluir
para o cancer de colo uterino se nao tratadas (MEDEIROS et al., 2005).

Ao longo dos anos, as lesdes precursoras sofreram varias modificacbes em sua
classificacdo e nomenclatura. Em 1943, George Papanicolaou estabeleceu a classificacdo
citoldgica caracterizada em cinco classes numeradas de | a V, cuja Classe | indicava -
auséncia de células atipicas ou anormais; Classe Il - citologia atipica, mas sem evidéncia de
malignidade; Classe Il - citologia sugestiva, mas ndo conclusiva, de malignidade; Classe IV
- citologia fortemente sugestiva de malignidade; e Classe V - citologia conclusiva de
malignidade. Todavia, essa classificagdo se preocupava pouco com 0s aspectos histologicos
das lesdes, assim, novas nomenclaturas surgiram mais atentas a este significado (RICHART,
1968; BRASIL, 2006b).

Dessa forma, considerando alteragcGes histoldgicas correspondentes, o termo
“Displasia” foi introduzido por Papanicolaou na classificacdo em 1949, e Reagan e Hicks em
1953, referindo-se a presenca de células atipicas que comprometiam parte ou toda a espessura
do epitélio, dividiram-na em leve, moderada, acentuada e carcinoma in situ (AIDE et al.,
2009; BRASIL, 2006b; REAGAN; HICKS, 1953).
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Posteriormente, em 1967, Richart estabeleceu o termo Neoplasia Intraepitelial Cervical
para as lesdes precursoras do carcinoma invasor do colo uterino. Ele dividiu em trés classes,
histologicamente, NIC | — Neoplasia Intraepitelial Cervical de Grau I, NIC II-Neoplasia
Intraepitelial Cervical de Grau Il e NIC I1l- Neoplasia Intraepitelial Cervical de Grau Ill
(RICHART, 1968).

Segundo Aidé et al. (2009) as NICs apresentam as seguintes caracteristicas:

- NIC I: atipias celulares localizadas no terco inferior do epitélio escamoso, onde
podem ser encontradas mitoses, porém tipicas.

- NIC II: atipias em dois tercos inferiores do epitélio escamoso. Havera presenca de
mitose atipica.

- NIC I: células atipicas comprometem mais de dois tercos ou toda a espessura do
epitélio, numerosas figuras de mitoses atipicas, alteracdes nucleares importantes com
contornos nucleares atipicos, hipercromasia e altarelacao nucleo/citoplasma.

Em 1988, foi criado nos Estados Unidos da América um novo sistema de classificacdo
citoldgica cervical com terminologia uniforme, o sistema de Bethesda (AIDE et al., 2009).
Essa classificacdo incorporou varios conceitos e conhecimentos adquiridos,
com diagnéstico citologico diferenciado para as células escamosas e
glandulares, além da inclusdo do diagnostico citomorfoldgico sugestivo da
infeccdo por HPV, devido as fortes evidéncias do envolvimento desse virus
na carcinogénese dessas lesdes (BRASIL, 2006b, p.14).

Assim, a NIC | foi classificada em lesGes intraepiteliais escamosas de baixo grau
associadas a infeccdo pelo HPV e as NIC Il e Il categorizadas em lesdes intraepiteliais de
alto grau (RICHART, 1990). O sistema de Bethesda foi revisto em 1991 e 2001, contudo sem
mudancas estruturais (BRASIL, 2006b; AIDE et al., 2009).

Diante disso, no Brasil, em 2006, o Ministério da Saude (MS) através da atualizacdo da
Nomenclatura Brasileira para Laudos Cervicais e Condutas Preconizadas, adotou a
terminologia lesdo intraepitelial cervical em substituicdo ao termo neoplasia intraepitelial
cervical, e também estabeleceu dois niveis (baixo e alto graus), separando as lesdes com
potencial morfoldgico de progressao para neoplasia daquelas mais relacionadas com o efeito
citopético viral, com potencial regressivo ou de persisténcia. Além disso, foi adicionada a
possibilidade de micro-invasdo (BRASIL, 2006b).

A nomenclatura das atipias nas células escamosas ficou classificado em: lesdo intra-
epitelial de baixo grau (LIEBG) - compreendendo efeito citopatico pelo HPV e NIC grau |;

lesdo intraepitelial de alto grau (LIEAG) - compreendendo NIC graus Il e IlI; lesdo intra-
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epitelial de alto grau, ndo podendo excluir micro-invasdo e carcinoma epidermoide invasor
(BRASIL, 2012b).

A tabela 1 mostra as nomenclaturas citopatoldgicas e histopatolégica utilizadas ao
longo dos anos.

Tabela 1 - Nomenclaturas citopatoldgicas e histopatologicas utilizadas desde o inicio da
realizacdo do exame citopatologico para o diagnéstico das lesdes cervicais escamosas e suas

equivaléncias

Papanicolaou OMS Richart Brasil
(Organizacdo (1957) (2006)
(1941) Mundial da Sadde)
(1952)
Classe | - - Normal
Classe Il - - Alteragdes benignas

- - - Atipias  de  significado
indeterminado

Classe 11 Displasia leve NIC | LIEBG
Displasia moderada  NIC |1 LIEAG
Displasia acentuada  NIC Il LIEAG
Classe IV Carcinoma in situ NIC 1 LIEAG
Adenocarcinoma in situ
Classe V Carcinoma invasor Carcinoma invasor  Carcinoma invasor

Fonte: (BRASIL, 2013, adaptado).

Destaca-se que estudos sobre a histéria natural do cancer de colo uterino mostram
que as LIEBGs refletem a manifestacdo citolégica do HPV e ndo representam verdadeiras
lesGes precursoras, geralmente regredindo espontaneamente, ao passo que, as LIEAG sédo
verdadeiras lesdes precursoras, que necessitam de tratamento (IARC, 2007).

De acordo com Richart (1968) e Silva (2004) a classificacdo das lesdes precursoras
em NIC I, NIC Il e NIC Il é apoiada nos graus dos distarbios morfologicos celulares,
relacionados, especialmente, com a proliferacdo, a atipia celular, as mitoses e a polaridade.

Os critérios morfoldgicos de graduacdo das lesdes também sdo alicergados na
verticalidade do epitélio. O carcinoma in situ engloba toda a espessura do epitélio, sem
qualquer evidéncia de diferenciacdo celular, estando a membrana basal integra, e no
carcinoma invasor a lesdo progride além da membrana basal (RICHART, 1968; SILVA,
2004; FONSECA; TOMASICH:; JUNG, 2012) (Figua 1).
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Figura 1. Representacdo histologica de NIC/carcinoma invasor do colo uterino (da esquerda

para a direita: NIC 1, NIC 3, carcinoma invasor)
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Fonte: Servico de Anatomia Patolégica do Hospital Erasto Gaertner.

2.2.3 HPV e o Céncer do Colo do Utero

Os papilomavirus sao membros da familia Papovaviridae e infectam a pele e mucosas
de alguns animais, como passaros e mamiferos, incluindo o ser humano (VILLIERS et al.,
2004).

A infeccdo pelo HPV nas mulheres tem sido apontado como um relevante fator de risco
para a carcinogénese do colo uterino. O estudo de Walboomers et al.(1999) realizado em 22
paises localizados nos cinco continentes, mostrou a prevaléncia de HPV nos carcinomas
cervicais uterinos de 99,7%.

O HPV é relativamente pequeno, com 55 nandmetros (nm) de didmetro e ndo é
envelopado. Apresenta uma cadeia de DNA fita dupla com cerca de 8.000 bases pareadas,
distribuindo-se em trés regides: uma distal (L), na qual se encontram dois genes — L1 e L2 —
o0s quais codificam as cépsulas das proteinas virais; uma proximal (E), a qual é formada pelos
genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7, dentre esses, E1 tem relacdo com a replicacdo viral, E2 com a
transcricdo e replicacdo, E4 com a maturacéo viral e alteracdo da matriz intracelular. E5, E6 e
E7 estdo envolvidos na transformacéo celular; e, por Gltimo, entre as regides E e L, encontra-
se uma longa regido de controle (LCR) vinculada a vérios locais que contém fatores de
transcricdo nucleares e virais (IARC, 1995; BURD, 2003; NAKAGAWA, SCHIRMER,
BARBIERI, 2010).
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Figura 2. Representacao esquematica do virus HPV16
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Fonte: SOUTO et al.,2005

A infecgdo a partir do HPV tem inicio através da infeccdo pelo virus no colo uterino
por meio de microlesfes nas células da camada basal dos epitélios. A expressdo dos genes
virais, E6 e E7 induzem o desenvolvimento neoplasico. Essa inducdo ocorre devido esses
genes interferirem nas proteinas pRb e p53 da célula hospedeira. A p53 estd envolvida no
controle do ciclo celular, principalmente pela manutencdo da integridade do genoma,
induzindo a apoptose (morte celular) quando ocorre alguma alteragcdo nuclear, enquanto que,
a pRb esta relacionada ao ciclo celular diretamente na transicdo das fases G1 para S. A acédo
dos genes E6 e E7 sobre a p53 e pRb leva a inibicdo da apoptose e a proliferacao celular ndo
programada, 0 que pode impulsionar as células infectadas evoluirem para a malignidade
(SAMAPAIO, ALMEIDA, 2009; FERRAZ, SANTQOS, DISCACCIATI,2012).

A infec¢do pelo HPV, na maioria dos casos, € assintomatica ou com lesdes subclinicas
(inaparentes). As lesGes aparentes ou clinicas, quando houver, sdo conhecidas como
condiloma acuminado, verruga genital ou crista de galo. As lesdes subclinicas somente sdo
visiveis sob técnicas de magnificacdo (lentes) e com a aplicacdo de reagentes como o0 &cido
acetico. Na forma assintomatica pode ser detectado por meio de técnicas moleculares
(BRASIL, 2006a).

Atualmente, os métodos mais usados em ensaios clinicos e estudos epidemioldgicos,
para a deteccdo do DNA do HPV sdo a captura de hibridos de segunda geracdo (Hybrid
Capture ou HC2) e uma variedade de protocolos baseados na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (ROSENBLATT et al.,2005).
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Existem aproximadamente 100 tipos de HPV identificados, que podem ser classificados
em HPV de baixo e alto risco oncogénico. Desses, 40 podem atingir a mucosa genital
(MUNOZ et al, 2006; IARC, 2007). Os HPVs de alto risco oncogénico mais comuns so: 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 46, 51, 52, 56, 58, 59 e 68, e s&o considerados de alto risco porque
geralmente sdo encontrados em associacdo com as LIEAGs e carcinomas do colo uterino, da
vulva, do anus e do pénis). Ja os tipos 6, 11, 42, 43 e 44 s&o classificados como HPV de
baixo risco oncogénico para o desenvolvimento de cancer, uma vez que, na maioria dos
casos, estes virus provocam apenas lesdes do tipo verrugas genitais ou LIEBGs (BRASIL,
2006a).

Entre os sorotipos de alto risco, 0s 16 e 18 sdo o0s tipos mais comuns detectados nos
canceres cervicais e, entre os de baixo risco, 0s 6 e 11 sdo 0s que mais se relacionam com 0s
condilomas genitais (BRASIL, 2006a; NAKAWA et al, 2010).

Destaca-se que a infeccdo pelo HPV na maioria dos casos € transitoria e regride
espontaneamente, entre seis meses a dois anos apés a exposicdo (IARC, 2007).

De acordo com Rosenblatt et al.(2005), estima-se que cerca de 75% da populacédo
sexualmente ativa entre em contato com um ou mais tipos de HPV durante sua vida. Todavia,
o sistema imunoldgico elimina a maioria dessas infec¢Bes, ndo causando sintomas no
hospedeiro, podendo eliminar o virus em mais de 90% de individuos infectados em um
periodo de 24 meses. As infeccdes por HPV podem regredir espontaneamente independente
do risco oncogénico, sugerindo que o sistema imune responde aos dois grupos de virus.

Dentre os cofatores ligados ao HPV destaca-se gendtipo viral, a coinfecgdo com outros
tipos e a integracdo do virus como genoma do hospedeiro (Aidé et al, 2009).

Além dos aspectos da infeccdo pelo HPV e do comportamento sexual das mulheres,
estudos epidemioldgicos sugerem que a idade tanto das mulheres como de seus parceiros,
genética, uso de contraceptivos de barreira, co-infec¢des, comportamento sexual masculino
parecem influenciar na prevaléncia da infec¢do pelo HPV (IARC, 2007).

Atualmente, existem duas vacinas disponiveis no mercado, a vacina Quadrivalente
(Gardasil) fabricada pelo laboratorio Merck Sharp & Dhome que protege contra quatro tipos
de Papilomavirus Humano (6, 11, 16 e 18), e a vacina bivalente (Cervarix), fabricada pelo
laboratério GSK que protege contra os tipos 16 e 18 (PRATI, 2014). Em 2014, o Ministério
da Salde disponibilizou gratuitamente a vacina quadrivalente contra o HPV. Foi ofertada

para garotas de 11 a 13 anos, sendo ampliado para as de 9 a 11 anos em 2015.
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2.3 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € um evento resultante do desequilibrio entre o sistema de defesa
antioxidante e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou de nitrogénio (RNS), o
qual est& envolvido em inimeros eventos e patologias, tais como: o envelhecimento, doencas
neurodegenerativas (doenca de Alzheimer, mal de Parkinson, sindrome demencial,
degeneracdo macular, catarata, aterosclerose), cancer, infeccdo, obesidade, diabete melito,
sindrome metabodlica, artrite reumatoide, doencas autoimunes, sindrome de
isquemia/reperfusdo (artérias coronarianas/esqueléticas, renais, intestinais), hemocromatose
transfusional, lesdo por toxidade de bidticos, disfuncdo renal pés-transplante, sindrome de
Down e propagacdo de Aids em pacientes soropositivos (HALLIWELL;GUTTERIDGE,
2007; RIBAS FILHO; SUEN, 2013).

2.3.1 Espécies reativas

As espécies reativas ou radicais livres (RL) sdo espécies de existéncia independente,
altamente reativas, instaveis e incluem, entre outros, peroxinitrito (ONOOF ), hidroxil (V HO),
superéxido(Oz ), peroxido de hidrogénio (H202), singlet oxigénio (*02), 6xido nitrico
(FNO), acido hipocloroso (HOCI), radical hidroperoxil (HO F ), radical alcoxil (LOF ), radical
lipoperoxil (LOOF ) e hidroperoxido [L(R)OOH] (RIBAS FILHO; SUEN, 2013).

O termo radical livre corresponde a atomo (ou molécula) portador de
elétrons ndo pareados (nimero impar de elétrons) em seu orbital mais
externo, fato que determina sua alta reatividade. Essa terminologia ndo €
adequada, haja vista, que nem sempre o agente oxidante é, por definicdo,
um radical livre. Por exemplo, o H,O,, peroxinitrito, acido hipocloroso,
singlet hidroperoxido ndo possuem o elétron solitario no orbital mais
externo, mas sdo espécies altamente oxidantes (RIBAS FILHO; SUEN,
2013, p.486).

A molécula de oxigénio, sem duvida se qualifica como radical, haja vista que, ela tem
dois elétrons ndo pareados, cada um deles localizado em diferentes orbitais. Esses dois
elétrons tém a mesma rotacéo espinorial, rotacao paralela, sendo este o estado mais estavel do
Oxigénio (VANNUCCHI et al., 1998)

Os RLs acontecem naturalmente no organismo de todos os sistemas bioldgicos, em
consequéncia da exposicdo ao oxigénio molecular. Eles sdo produzidos por modificacGes
quimicas de proteinas, lipidios, carboidratos e nucleotideos, o que resulta em um conjunto de

consequéncias  biologicas, incluindo lesdo tecidual, mutacdo, carcinogénese,
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comprometimento do sistema imunolégico, doencas e morte celular (SIES, 1993; SAMPAIQ;
ALMEIDA, 2009).

Os agentes geradores de espécies reativas sao: mitocéndria (reducdo incompleta do O2),
macrofagos e neutrofilos, endotélio, epitélio, sistemas enzimaticos (mielo-peroxidase, xantina
oxidase, NADPH-oxidase, NADPH-citocromo P450 redutase, ciclo-oxigenase, 6xido nitrico
sintetase), reagdes com metal (ferro e cobre) via reacdo de Fenton e de Haber-Weiss e reacdo
ndo enzimatica entre os radicais superéxido e oOxido nitrico, resultando na geracdo de
peroxinitrito (FERREIRA, MATSUBARA, 1997; HALLIWELL, B., GUTTERIDGE, 2007;
RIBAS FILHO; SUEN, 2013).

As EROs séo capazes de agir com todos os componentes celulares, todavia a membrana
é um dos que mais sofre com a acdo do estresse oxidativo em funcdo da peroxidacéo lipidica,
que ocasiona alteragdes na sua estrutura e permeabilidade (FERREIRA; MATSUBARA,
1997).

Os métodos espectrofotométricos e cromatomeétricos sdo 0s mais usados na afericao
indireta das EROs e, logo, das lesdes oxidativa. Eles medem a atividade enzimatica (SOD,
CAT, GSH-Px e Glutationa redutase -GSH-Rd) e/ou a concentracdo de tripeptideos (GSH,
Glutationa oxidada - GSSG) e aldeidos (MDA). Estas medidas podem ser realizadas em
tecidos, sangue e outros fluidos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

2.3.1.1 Peroxidacédo Lipidica e outros mecanismos de lesdo

O estresse oxidativo pode resultar na oxidacdo de lipidios (lipoperoxidacdo ou
peroxidacdo lipidica), proteinas (carbonilacdo e/ou nitracdo), carboidratos (carbonilacdo) e
DNA (oxidacédo de bases nitrogenadas) (RIBAS FILHO; SUEN, 2013).
Os radicais livres podem causar peroxidacdo dos lipidios das membranas e organelas
celulares na presenca de oxigénio. Essa lesdo oxidativa é desencadeada quando as ligacOes

duplas em &cidos graxos insaturados dos lipidios das membranas séo atacadas por radicais

livres derivados do oxigénio, particularmente pelo radical OH B (DEBY, PINCEMAIL,
1986; FREEMAN, CRAPO, 1982).
A peroxidacdo lipidica comeca quando as espécies reativas abstraem um atomo de

hidrogénio do grupo metileno das cadeias de &acidos graxos poli-insaturados (LH) das

membranas ou de particulas de lipoproteinas formando o radical lipidico (L" ). Este sofre um

rearranjo molecular, formando um dieno conjugado que reage com oxigénio produzindo

radical peroxil (LOOF ), 0 qual na presenca de outro lipideo (LH) ou outro doador de elétron,
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forma hidroperoxido lipidico (LOOH) e um outro radical lipidico (L'r ). (SJODIN,
WEATING, APPLE, 1990; BLOKHINA, VIROLAINEN, FAGERSTEDT, 2003; STOKER,
KEANEY JUNIOR, 2004; FONSECA, 2007).

A lipoperoxidacdo equivale a uma reagdo autolimitada composta por fases de iniciagao,
propagacdo e terminacdo. Todavia, 0 exagero de espécies reativas pode reiniciar 0 processo,
resultando em descontrole e geracdo de produtos citotdxicos, como o malondialdeido (MDA,
C3H402) (RIBAS FILHO; SUEN, 2013).

Os aldeidos insaturados, como 0 MDA, sdo capazes de se ligarem covalentemente a
grupos nucleofilicos presentes em DNA, peptideos e proteinas, induzindo modificacdes nas
funcdes dessas moléculas, fato que tem sugerido a acdo desses compostos em VArios
processos degenerativos (HALLIWELL, CHIRICO, 1993; FONSECA, 2007). Desse modo, 0
MDA tem sido utilizado como marcador de peroxidacdo lipidica nos tecidos (SJODIN,
WESTING, APPLE, 1990; FONSECA, 2007).

A geracdo de radicais livres e a peroxidacdo lipidica sdo reagdes extremamente rapidas,
e geralmente, sdo mensuradas pelos seus produtos, em especial as substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), entre as quais 0 MDA ¢é o principal. A formacdo de MDA,
pela quebra de &cidos graxos poli-insaturados € um conveniente método para se determinar o
grau de peroxidacdo lipidica, sendo desse modo uma ferramenta para 0 monitoramento das
propriedades antioxidantes de qualquer substancia (PATOCKOVA et al. 2003).

Wallin et al. (1993) descreveu um método realizado em microplacas para a mensuragdo
dos metabolitos reativos ao acido tiobarbitarico. Uma curva padrdo de malondialdeido foi
feita e as concentragdes utilizadas foram 0; 2,5; 5,0; 10,0; 50,0; 100,0 uM.

Outro resultado do estresse oxidativo é a lesdo oxidativa no DNA, que pode ocorrer nas
bases nitrogenadas (puricas e pirimidicas) na presenca de radical hidroxil, que, retirando um
atomo de hidrogénio das ligacbes C-H (carboidrato-hidrogénio) gera falsas bases
(denominadas aductos de bases de DNA) e pode ser sintetizada na presenca ou auséncia de
0.. As bases falsas geradas podem atuar como oxidantes ou redutoras (dependendo do local
onde foi retirado o atomo de hidrogénio) e comprometem a replicacdo e transcrigdo, o que,
consequentemente, leva ao prejuizo da transmissdo de informacdo genética (COOKE et al,
2003; RIBAS FILHO; SUEN, 2013).

Ha ainda a reacdo de nitracdo, que resulta da acdo indesejada de peroxinitrito. Essa
reagdo “leva ao prejuizo da fungdo da proteina em questdo. O peroxinitrito, produto da reacao
ndo enzimatica entre 6xido nitrico e superoxido, é também um potente oxidante de DNA,
lipidio, mitocondria e do ambiente intracelular” (RIBAS FILHO; SUEN, 2013, p.486).
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A nitracdo tem sido apontada como um potencial indicador de estados agudos e
crénicos de doengas, além de poder prever riscos de doenca (VAZ, 2007), sendo relevante na
obesidade, sindrome metabdlica e doencgas neurodegerativas (RIBAS FILHO; SUEN, 2013).

Destaca-se ainda a reagdo de carbonilacdo. Ocorre como resultado da acdo de
compostos carbonila [produtos da lipoperoxidacdo avancada (MDA, glioxal, acroleina e 4-
hidroxinonenal) e da glicacdo avancada (glioxal e metilglioxal)] sobre os sitios nucleofilicos
de proteinas, peptideos (cisteina, lisina e histidina), aminofosfolipidios e DNA. Essa agressdo
leva a carbonilacdo irreversivel, a qual induz a disfuncdo de moléculas, células, tecidos e
6rgdos. A importancia dessa reacdo se da pelo prejuizo da funcdo da insulina, glicose 6-
fosfato desidrogenase (G6PD) e da funcdo endotelial (RIBAS FILHO; SUEN, 2013).

2.3.2 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos capazes de inibir a reacdo oxidativa, apresentando alto
potencial terapéutico contra as doencas causadas pelos radicais livres. Segundo Ribas filho e
Suen (2013) o sistema de defesa antioxidante é constituido por varios antioxidantes
enddgenos e exdgenos (enzimaticos e ndo enzimaticos). Os enddgenos incluem a glutationa
reduzida (GSH), GSH-Px, glutationa-redutase (GSH-Rd), SOD, catalase, &cido Urico,
albumina, bilirrubina e proteinas que minimizam a disponibilidade de ions ferro e cobre
(hemoglobina, transferrina, ferritina, matalotioneina, haptoglobina) e, os exdgenos classicos,
vitamina E (em especial alfatocoferol), carotenoides (betacaroteno, alfacaroteno, licopeno,
luteina, zeaxantina, astaxantina, cataxantina), vitamina C, flavonoides, dialilildissulfito
(alho), resveratol (amendoim, uva, morango, cereja, amora, framboesa), quercitina (cebola,
vinho, chas), derivados tuméricos (acafrdo), quelantes de metal (desferoxamina), manitol,
entre outros.

Além desses, ha ainda compostos enddgenos que podem ser administrados como
suplementos, como a taurina, melatonina e carnosina. A dieta é uma relevante fonte de
antioxidantes, mesmo para 0s enddgenos, pois a fungdo destes depende da ingestdo por via
direta de componentes importantes para um adequado funcionamento (RIBAS FILHO;
SUEN, 2013).

Salienta-se que as EROs podem desencadear doengas ou ser a consequéncia delas.
Assim, antioxidantes naturais e sintéticos tém sido recomendados para aliviar sinais e
sintomas destas doencas e, mesmo, para bloquear sua evolucao. Contudo, é necessario mais
estudos acerca do beneficio dos antioxidantes exdgenos (FERREIRA, MATUSBARA, 1997).



27

2.3.2.1 Antioxidantes na dieta alimentar

De acordo com Santos (2007) pessoas que consomem frutas e legumes ricos em
substancias antioxidantes tem menos chance de desenvolver certos tipos de cancer, catarata,
doencas cardiovasculares, entre outros, devido ao papel antioxidante de inibicdo e/ ou
diminuicdo dos efeitos desencadeados pelos radicais livres.

De acordo com Magalhées et al. (2009) quando o sistema de defesa ndo é capaz de
impedir 0 estresse oxidativo, os fitoterapicos e dietoterapicos podem auxiliar nesse processo,
e além do seu potencial antioxidante esses principios bioativos sdo essenciais as funcoes
vitais.

Os fitoquimicos mais divulgados que possuem propriedades antioxidantes sdo as
vitaminas C, E e o beta-caroteno (o qual o corpo converte em vitamina A) (BARRET, 2004).

H4& ainda minerais como selénio, um elemento essencial, que precisamos consumir em
pequenas quantidades e é fundamental para a nossa sobrevivéncia. Ele forma o centro
atrativo de varias enzimas antioxidantes como a GSH-Px. Semelhante ao selénio, os minerais
manganés e zinco sao microelementos que formam uma parte essencial de varias enzimas
antioxidantes (Os antioxidantes, 2009).

Adicionalmente, pigmentos naturais, como as antocianinas e 0s carotenoides tem
importantes funcdes e a¢Bes bioldgicas. Sabe-se que a alimentacdo rica em frutas e legumes
leva a diminuicdo dos riscos de desenvolvimento de diversas doencas, onde 0s pigmentos sao
um grupo de compostos bioativos, com diversos beneficios. A acerola e o0 acai sdo frutos
tropicais que apresentam altos teores de antocianinas e carotendides (ROSSO, 2006). Esses
pigmentos ndo sdo apenas responsaveis pela coloracdo atrativa de frutas, legumes e vegetais,
mas apresentam diversos beneficios ao organismo humano.

Segundo a Food and Nutrition Board of the Institute of Medicine (Comité de Nutri¢do e
Alimentos do Instituto de Medicina) em Os antioxidantes (2009), a vitamina C, a vitamina E,
0 selénio e os carotendides como 0 betacaroteno deveriam vir nos alimentos e ndo nos
suplementos. Apés analisar os dados acerca dos beneficios e os efeitos prejudiciais dos
antioxidantes na saude, a diretoria concluiu que ndo ha evidéncias que indicam o uso de altas
doses dessas substancias para combater doencas cronicas. O conselho orientou que altas
doses de antioxidantes podem conduzir a problemas de saude, incluindo diarreia,
sangramento e o risco de doencas toxicas.

Os antioxidantes ndo enzimaticos podem ser encontrados em fontes naturais como
ervas medicinais e alimentos, fazendo parte do cotidiano da populagédo. Essas fontes podem
ser utilizadas desde a sua forma natural até produtos manufaturados dependendo da
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preparacdo culinaria que for decidido. O funcionamento dos dietoterapicos e fitoterapicos
depende de uma dieta equilibrada, pois a ma alimentacdo pode resultar em um efeito

indesejado, como 0 aumento de substancias pré-oxidante (MAGALHAES et al.,2009). As

fontes de alguns antioxidantes ndo enzimaticos estdo relacionadas na tabela 2.

Tabela 2. Antioxidantes e suas fontes naturais.

Antioxidantes

Fontes

Vitamina A

ovos; leite; vegetais verdes, amarelos e
laranjas, meldo

Vitamina C ou Acido Ascérbico

pimenta; tomate; brocolis; morango; kiwie
frutas citricas

Vitamina E

gréos integrais; gérmen de trigo; folhas
verdes; nozes; sementes de girassol; éleo de
canola; azeite de oliva

Vitamina B1 ou Tiamina

carne de porco; cereais integrais; nozes,
lentilha e soja; gema de ovo

Vitamina B2 ou Riboflavina

visceras; cerveja; espinafre; berinjela

Vitamina B6 ou Piridoxina

carnes de boi e porco; figado; cereais
integrais; batata; banana

Vitamina B12 ou Cobalamina

figado e rim de boi; ostra e peixes; ovo;
aveia

Vitamina H ou Biotina

figado e rim de boi; gema de ovo; batata;
banana; amendoim

Carotendides

tomate; pimenta; goiaba; melancia; cenoura;
mamao; vegetais e frutas alaranjadas;
alcachofra; paprica; algas marinhas

Fitoquimicos/Bioflavonoéides

roma; cebola e alho; alecrim; acafrdo; chade
Camelliasinensis; vinho tinto

Selénio carnes e peixes; graos; derivados do leite

Glutationa couve, repolho e brocolis

Acido Félico carnes; figado; leguminosas; vegetais de
folhas escuras; banana; meldo

Niacina figado; rim; coracdo; ovo; cereais integrais

Zinco carnes; figado; peixe; ovo; leguminosas;
nozes

Ferro feijdo; alface; arroz; cogumelo; couve;
espinafre; tomate; cevada; beterraba;
cenoura; ervilha; batata; alcachofra; aveia;
abobora; brocolis; pistache; amendoim;
nozes; uva; coco; maca; amora; morango;
abacate; cereja; figado; carne bovina; aves;
carne suina; peixes

Cobre acelga; ervilha; batata; repolho verde e roxo;

arroz; cenoura; tomate; brocolis; beterraba;
couve-de-bruxelas; abobora; cogumelo;
lentilha; alcachofra; feijdo; aveld; aveia;
trigo; nozes; castanha-do-brasil; caju;
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ameixa; coco; manga; abacate; uva; amora;
damasco; laranja; morango; banana maca;
Kiwi; abacaxi; figado

Fonte: ANGELIS, 2001.

De acordo com Magalhaes et al. (2009) ndo é correto orientar as pessoas que tém uma
alimentacdo pobre em nutrientes usar antioxidantes em cépsulas, pois pode provocar uma
toxicidade devido ao excesso de nutrientes provindos de sua ingestdo, desencadeando assim

algumas doencgas

2.3.2.2 Antioxidantes no combate ao cancer de colo uterino

Atualmente, muito se tem investigado o consumo de antioxidantes no combate ao
cancer de colo de utero. Contudo, segundo Rosa et al (2009) ha uma dificuldade de
interpretar os estudos que envolvem os antioxidantes e o cancer, devido ao fato do processo
da carcinogénese envolver multiplos fatores, dessa forma fica dificil isolar um Udnico
elemento como fator causal.

E sabido que o cancer é influenciado pela dieta. Inimeros estudos tem mostrado
interacdes entre a dieta alimentar e a prevaléncia do cancer (ROHENKOHL; CARNIEL;
COLPO, 2011).

Os antioxidantes possuem inameros beneficios contra o cancer, como a capacidade que
possuem em potencializar os efeitos das drogas antineoplasicas, além de diminuir seus efeitos
toxicos. Esse fato auxiliar na diminuicdo da dose administrada desses medicamentos, sem
prejudicar o efeito terapéutico, proporcionando a reducdo dos efeitos colaterais. Além disso,
sugere a protecao das células sadias da a¢do da droga (SANTOS; CRUZ,2001).

Ademais, carotendides (betacaroteno encontrado na cenoura, folhas verde escuras,
vegetais de cor amarela e laranja; o licopeno encontrado no tomate, melancia, mamao e
goiaba), vitamina C (encontrada nas frutas citricas principalmente) e a vitamina E (tocoferois
encontrados nos Oleos vegetais) demonstraram ser agentes de protecdo principalmente nos
estagios iniciais da carcinogénese de colo uterino, agindo contra a persisténcia e a progressao
das infeccbes pelo HPV (GIULIANO, 2000; BLOCK, JEROME, STEVEN, 2000;
SAMPAIO, ALMEIDA, 2009).

Porém, foram poucos os estudos que controlaram fatores como tabagismo e uso de
anticoncepcional oral durante a avaliacdo da relagdo do estado nutricional e o risco de cancer

de colo de utero. Adicionalmente, muitas pesquisas foram feitas antes do uso do método de
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cromatografia liquida de alta eficiéncia, que separa e quantifica 0s carotenodides e seus
isbmeros no soro (CASTLE; GIULIANO, 2003). Estudos encontraram associacao inversa
entre [-caroteno e risco de lesGes intraepiteliais (PALAN et al, 1996) e cancer invasivo
(POTISCHMAN et al, 1991). Esses dados sugerem que alguns carotendides podem
influenciar a histoéria natural da infeccdo pelo HPV, embora esta associagdo ainda seja
controversa (KNEKT, 1988; ROSA et al., 2009).

Assim, mais estudos sobre a influéncia de nutrientes antioxidantes na persisténcia do
HPV sdo necessarios, preferencialmente prospectivos e com periodos de seguimento
superiores a um ano, pois muitas das pesquisas tém um seguimento curto de tempo
(CERUTTI, 1991; CASTLE; GIULIANO, 2003; ROSA et al., 2009).

2.4 Estresse oxidativo e o cancer

As EROs sdo reguladores de inimeras vias de transducao de sinais, podendo contribuir
nas etapas do desenvolvimento da carcinogénese, a exemplo da autossuficiéncia em sinais de
crescimento, insensibilidade a sinais antiproliferativos, evasdo da apoptose, potencial
replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, invasdo e metéastase, metabolismo e inflamacao
(HANAHAN, WEINBERG, 2011; SILVA, JASIULIONIS, 2014).

Segundo Silva e Jasiulionis (2014) fatores externos, mitocéndrias, dentre outros, sao
fonte de EROS e o aumento das EROS dentro da célula pode ter como consequéncia a
oxidacdo de proteinas, alteracdes em vias de sinalizacdo, danos no DNA, alteracbes
epigenéticas e mudancas na expressdo génica, fatores capazes de influenciar na génese do

cancer (Figura 3).
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Figura 3. Participacdo das EROS no desenvolvimento do cancer
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Fonte: SILVA; JASIULIONIS, 2014

O cancer pode ser visto como uma doenc¢a de comunicacdo entre e dentro das células.
Dentre as vias reguladas por EROs destaca-se a das proteinas quinase ativada por mitégeno
(MAPK). Esta via possui papel relevante no desenvolvimento de tumores (DHILLON et al.,
2007). Além dessa, ha a via da fosfoinositideo—3—quinase (PI13K), que esta relacionada a via
de RAS, que possui papel importante na sobrevivéncia celular. Todavia, hd indmeros
mecanismos que podem influenciar em sua desregulacéo, contribuindo assim para a
tumorigénese (SILVA; JASIULIONIS, 2014).

Além disso, o0 estresse oxidativo pode advir de infeccBes virais e, em alguns casos,
contribuir para carcinogénese. Como o HPV, que parece levar ao desbalanco de EROs nas
células hospedeiras. O estresse oxidativo poderia agir em sinergia com o HPV, colaborando
para a criacdo de condicOes ideais para a iniciagdo e a progressdo tumoral (MARCO, 2013;
SILVA; JASIULIONIS, 2014).

Ademais, estima-se que uma célula esteja exposta a 1,5 x 10° processos de oxidacéo
diariamente, tanto por radicais hidroxil quanto por outras moléculas reativas. O radical
hidroxil danificar as bases do DNA, danos esses relevantes em processos como a mutagénese
e o desenvolvimento de canceres (BECKMAN; AMES, 1997; MALDONADO, 2008).
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As EROs podem influenciar, de acordo com a sua concentracdo, tanto a manutencdo do
fenotipo oncogénico das células cancerigenas como também, induzir a senescéncia celular e
apoptose funcionando como antitumorigénicos (VALKO et al.,2007).

De acordo com Reuter et al.(2010), inimeros tumores humanos, como o melanoma,
leucemias, carcinomas gastrico, prostatico, mamario e de c6lon, apresentam niveis elevados
de EROs.

Individuos com neoplasia possuem concentracdes elevadas de marcadores oxidantes,
além de reduzidas concentracbes de substancias antioxidantes (BEEVI ,RASHEED,
GEETHA, 2007; KODYDKOVA et al., 2013). Alguns autores concordam que esse aumento
de oxidantes ocorre devido as células tumorais gerarem radicais livres em resposta ao
excessivo dano na célula (MILA- KIERZENKOWSKA et al.,2004; BEEVI ,RASHEED,
GEETHA, 2007). Outros pesquisadores acreditam que este aumento resulta, em parte, de
uma possivel deficiéncia do sistema de defesa antioxidante, devido estar envolvido no
combate ao nivel aumentado de oxidantes (MANJU et al., 2002; KIM et al., 2004,
MALDONADO, 2008).

Marakala, Malathi e Shivashankara (2012) encontraram niveis elevados de MDA e
baixos de antioxidantes como vitaminas A e C em pacientes com cancer de orofaringe em
comparacao aqueles sem cancer. Kim et al., (2004) identificaram que enquanto a atividade da
GSH - Px e os niveis plasmaticos de vitaminas antioxidantes, tais como luteina, betacaroteno,
licopeno, e zeaxantina, foram todos significativamente mais baixos, a concentracdo de MDA
foi significativamente mais elevada em mulheres com neoplasia intra-epitelial cervical e
cancer cervical invasivo, em comparacdo com as do grupo de controle normal. Outros autores
acharam resultados semelhantes, onde os oxidantes foram superiores naqueles com cancer em
relacdo ao grupo controle saudavel (MILA — KIERZENKOWSKA et al., 2004; NIRMALA,
NARENDHIRAKANNAN, 2011).

Adicionalmente, estudos tém mostrado a relacdo direta entre 0 aumento nos niveis de
marcadores de estresse oxidativo em pacientes que estdo recebendo radioterapia, com uma
tendéncia dos pacientes submetidos a esse tratamento a reduzirem a capacidade antioxidante
total, por diminuigé&o de enzimas como a GSH- Px (ILYASOVA et al., 2011; SHIRAZI et al.,
2011; SUHAIL et al., 2012; MENDONCA; CARIOCA; MAIA, 2014; HUBENAK et
al.,2014).

Acerca da gravidade do cancer, acredita-se que o sistema antioxidante se comporta de
maneira diferente de acordo com o estadiamento da neoplasia. O avanco do cancer pode

determinar menores niveis de antioxidantes enziméaticos e ndo enzimaticos, como selénio e
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vitaminas antioxidantes (KOCOT et al., 2013; KLAROD et al., 2011; MENDONCA,;
CARIOCA; MAIA, 2014)
Segundo Mendonca, Carioca e Maia (2014, p.130):

Apesar de alguns estudos ja demonstrarem uma tendéncia aos niveis
de marcadores oxidantes, como o malondialdeido, serem maiores em
amostras de pacientes com estagios mais avancados do cancer quando
comparados aos em estagios iniciais, ainda ndo ha muitos estudos
trazendo-o como marcador de resposta terapéutica no controle do

estado de estresse oxidativo.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral
Avaliar as respostas do estresse oxidativo associadas as lesGes precursoras do cancer de

colo uterino e ao HPV em mulheres ribeirinhas da Amazonia.

3.2 Objetivos especificos

- Descrever as caracteristicas sociodemograficas das populacdes em estudo;

-Estimar a prevaléncia das lesdes precursoras do cancer de colo uterino e da infecgéo por
HPV nas mulheres pesquisadas;

- Comparar os niveis do estresse oxidativo (MDA, GSH total e GSSG) nas amostras
sanguineas das populacGes estudadas;

- Verificar a associacdo de marcadores do estresse oxidativo (MDA, GSH total e GSSG) com

as lesGes precursoras do cancer de colo uterino nas mulheres com e sem infec¢éo por HPV.
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4 METODOLOGIA
4.1 Tipo de estudo

Estudo observacional, do tipo transversal, quantitativo, desenvolvido nos anos de 2013
e 2014, envolvendo mulheres ribeirinhas de duas comunidades localizadas no municipio de
Itaituba, duas comunidades no municipio de Limoeiro do Ajuru e uma comunidade no
distrito da cidade de Braganca, todas no estado do Para, atendidas pelo Programa de
Prevencdo de Cancer Cérvico Uterino (PCCU).

4.2 Local de estudo

Figura 4. Mapa do Estado Pard, destacando as cidades a serem estudadas: Itaituba, Limoeiro
do Ajuru, Braganca e Belém como sede da pesquisa.
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Fonte: BORGES, 2015.
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4.2.1 Municipio de Itaituba — Regiao do Tapajos

Desconhece-se exatamente, quando foi originado o municipio. Todavia, sabe-se que em
1812 ja existia o lugar com o nome de Itaituba, cujo desbravador e fundador fora o Coronel
Joaquim Caetano. Nessa ocasido, era um entreposto com barracas acompanhando as
instalagbes comerciais (IBGE, 2010a).

O topdnimo de origem tupi, significa lugar de pedregulhos. A cidade possui uma area
de 62.041,148 km2. “Situa-se a uma latitude 04° 16* 34” sul e longitude: 55° 59° 01” oeste.
Possui uma populacéo total de 97.493 habitantes, sendo 47.812 mulheres (IBGE, 2010b). O
acesso a cidade de Itaituba se faz principalmente por via fluvial, usando o mesmo rio.

Foram selecionadas duas comunidades de Itaituba para o presente estudo. A
comunidade A esta localizada a margem direita do rio Tapajos, cerca de 40 km a montante da
cidade de Itaituba, sendo o acesso comum também por via fluvial. A populacéo total € de 429
habitantes, sendo 210 mulheres (IBGE, 2010b). A alimentacdo é composta basicamente do
peixe da regido, tendo como atividade ocupacional a pesca e a agricultura de subsisténcia
(PINHEIRO, 2005). Enquanto que a comunidade de B esta localizada a margem esquerda do
rio Tapajds, no limite com o municipio de Aveiro. A populacdo residente é de 733 habitantes,
sendo 347 mulheres (IBGE, 2010b). Distribuidas em aproximadamente 250 edificacoes,
construidas ao longo de trés ruas e quatro travessas. A producédo agricola do povoado resume-
se praticamente a mandioca. A base de proteina da alimentacdo é o pescado da regido e a
caca. Parte da populacdo se dedica a pesca (PINHEIRO, 2005).

Estudos tém mostrado que a populacdo de Itaituba tém sido exposta ao metilmercurio,
substancia téxica ao organismo humano, através do consumo de peixes contaminados, fato

relacionado ao histérico de garimpo local (KHOURY et al., 2013).

4.2.2 Municipio de Limoeiro do Ajurud - Regido do Tocantins

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2010a) o atual
municipio de Limoeiro do Ajuru, localizado no nordeste do estado do Para, na zona
fisiografica Tocantins, é de recente criacdo. Suas origens historicas sdao pouco conhecidas.
Todavia, sabe-se que em 1911, constituia-se como distrito do municipio de Cameta. Em 1938
teve seu nome mudado para Joana Coeli, cuja denominagdo vigorou até 1961, quando entdo
passou a chamar-se Limoeiro do Ajurd. Nessa mesma época, tornou-se unidade autbnoma,
com terras desmembradas do municipio de Cameté e Oeiras do Para.

A cidade possui uma area de 490,186 km? e esta a uma altitude de 28 metros em

relacdo ao nivel do mar. Situa-se a uma latitude 1° 53°43"" sul e uma longitude 49° 22°50”
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oeste. Possui uma populacao total de 25.021 habitantes, sendo 11.906 mulheres. Menos de
20% da populacédo total vive na area urbana, a maioria da populacdo encontra-se na zona
rural, vivendo as margens do rio (IBGE, 2010b).

Em geral, a populacdo sobrevive da pesca e da extra¢do do acai. O transporte fluvial
€ o principal meio de acesso ao municipio (IBGE, 2010b). Foram escolhidas duas

comunidades ribeirinhas do Rio Samaima em Limoeiro do Ajuru para a presente pesquisa.

4.2.3 Municipio de Braganca

Braganca, inicialmente habitada pelos indios apotiangas da nacdo dos tupinambas,
estd localizada a margem esquerda do rio Caeté, razdo pela qual é chamada de Pérola do
Caeté. E uma das cidades mais antigas do estado do Para, com quase quatro séculos de
historia (IBGE, 2010a).

Ao governador e capitdo general do Grdo-Par4, Francisco Xavier de Mendonca
Furtado deve o municipio atual a sua criacdo, cuja sede ficou desde 1753 com a denominacéo
de Braganca. Os prédios histéricos instalados nas ruas do municipio de Braganca, tais como a
Igreja de S&o Benedito, do século XVIII, a catedral de Nossa Senhora do Rosério, construida
na segunda metade do seculo XIX, o Instituto de Santa Teresinha, entre outros, traduzem
parte da sua historia marcada pela colonizagédo portuguesa (IBGE, 2010a).

Situada a uma latitude 01° 03" 13"" sul e longitude 46° 45°56"" oeste, estando a uma
altitude de 19 metros acima do nivel do mar. O censo de 2010 apontou uma populacéo de
113.227 hab, sendo 55.936 mulheres. A area da unidade territorial é de 2.091,930 km? e
densidade demogréfica de 54,13 hab/km2. Em diviséo territorial datada de 2001, o municipio
é constituido de 6 distritos: Braganca, Almoco, Caratateua, Nova Mocajuba, Tijoca e Vila do
Treme (IBGE 2010). A cidade fica situada a 210 km da capital do estado, Belém. Braganca
possui uma economia voltada principalmente para atividade pesqueira, onde grande parte do
pescado desembarcado nos portos é proveniente da pesca artesanal, destacando-se também na
captura e comercializacdo de caranguejo e na agropecuaria. Foi escolhida uma comunidade
de Braganca para este estudo, onde, de acordo com o IBGE (2010a), ha em torno de 300

residéncias.

4.3 Populagéo de estudo
Participaram do estudo mulheres que ja iniciaram a vida sexual, que se submeteram

ao exame de rotina Papanicolaou atendidas pelo PCCU no contexto da Estratégia de Saude da
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Familia (ESF) desenvolvido em cada comunidade obedecendo a critérios de incluséo e de
excluséo.

Apos consentimento livre e esclarecido e subsequente autorizagdo para participacdo no
estudo, foram selecionadas mulheres ribeirinhas com residéncia permanente na comunidade
(superior a 1 ano), na faixa etaria de 14 a 60 anos (menores de 18 anos sO participaram com
autorizacdo dos pais ou responsaveis).

Foram excluidas as mulheres impossibilitadas em fornecer as informac6es necessarias
para a pesquisa.

Dada as dificuldades de acesso obteve-se uma amostra por conveniéncia de 237
mulheres, sendo 126 residentes nas comunidades do municipio de Itaituba, 68 residentes em
Limoeiro do Ajurt e 43 residentes em Braganca. O levantamento da populacdo local foi

obtido a partir dos registros da ESF.

4.4 Hipotese
As mulheres de comunidades ribeirinhas nos municipios de Itaituba, Limoeiro do Ajuru
e Braganca apresentam alteragdes em marcadores do estresse oxidativo associadas a lesdes

precursoras do cancer de colo uterino e a infecgcdo por HPV.

4.5 Coleta e analise de material cérvico-vaginal

Todas as participantes foram submetidas & exame pélvico, por profissional
especializado. O exame incluiu a coleta de material da cérvico-vaginal para a colpocitologia
oncética convencional (Teste de Papanicolau), e para o teste de PCR com vista a detec¢do da

infeccdo por HPV.

4.5.1 Teste Papanicolaou

Foi colhido material do colo do Utero e da vagina. O esfregaco colpocitoldgico
convencional de cada paciente foi constituido de raspado ectocervical e endocervical
colhidos com espatula de Ayre e escova endocervical, estendido em lamina de vidro, fixado

com polietilenoglicol e corado pela técnica de coloracdo de Papanicolaou.
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Figura 5. Kit Papanicolaou

Fonte: BRASIL, 2013.

As amostras foram examinadas por citopatologistas do Laboratério de Citopatologia do
Nucleo de Medicina Tropical, e o diagnéstico citopatologico foi baseado na Nomenclatura
Brasileira para laudos Cervicais e Condutas de acordo com Brasil (2012b), discriminado a
sequir:

1-  Dentro dos limites de normalidade;

2-  Alterac0es celulares benignas (Inflamacdo. Reparacdo. Metaplasia escamosa imatura.
Atrofia com inflamacdo. Radiagdo. Outras(especificar);

3-  Atipias celulares:

- Células Atipicas de Significado Indeterminado.

- Atipias em Células Escamosas (Lesdo intraepitelial de baixo grau - LIEBG. Lesdo
Intraepitelial de alto grau - LIEAG. Lesdo Intraepitelial de alto grau ndo excluindo

microinvasédo. Carcinoma epitelial invasor).

Figura 6. Coleta Ectocervical Figura 7. Coleta Endocervical

Fonte: INCA, 2002
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4.5.2 PCR para deteccdo de HPV em células do colo uterino

Para obtencdo de DNA das células cervicais, foi coletado o material através de raspado
com escova estéril (kit para coleta de colpocitologia oncética da Libbs® da mucosa cervical).
A escova foi mergulhada em um tubo de 15 mL contendo 2mL de PBS (solucdo salina
tamponada com fosfato), no qual foi lavada no PBS para que as células figuem em solucao.
Em seguida, o tubo foi centrifugado a 2000 rpm para a precipitacdo das células, que foram
lavadas 3 vezes com PBS. Na ultima lavagem foi deixado 200 pL de PBS sobre o pellet de
células e, em seguida, a amostra foi congelada em freezer -20°C. O DNA foi extraido
utilizando o Purelink Genomic DNA minikit Invitrogen.

Para controle da extracdo foi utilizado um par de oligonucleotideos iniciadores que
amplificam o gene da globina (a presenca da globina atesta a qualidade da amostra, ou seja,
existe DNA adequado para a PCR.

Para cada reacdo foi utilizado 100ng de DNA em 20uL de tampao composta por 20
mM Tris-HCL (pH 8.4 ou 8.6), 0,25-1.5mM MgCl2, 50 mMKCI, 0.02mM dNTP, 200 nM de
oligonucleotideos, MY9 e MY11 (especificos para deteccdo de HPV) e 0,25 unidades de Taq
polimerase. A reacdo foi de um ciclo de desnaturacéo inicial de 94°C por 5 minutos, e 35
ciclos da amplificacdo de PCR foram executados. Cada ciclo consiste em 94°C por 30
segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. A extensdo final ocorreu a 72°C
por 5 minutos. Em seguida a amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a
1% em TBE. As amostras positivas apresentaram uma banda de 440 pb.

A pesquisa de DNA/HPV através da reacdo em cadeia da polimerase foi realizada no
Laboratorio de Imunopatologia do Ndcleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do

Para conforme protocolo descrito por Bernard et al (1994).

4.6 Coleta de amostras de sangue
As amostras de sangue foram obtidas por venopungdo, com auxilio de sistema a vécuo,

em tubos lubrificados com anticoagulante EDTA para provas de estresse oxidativo.

Estresse oxidativo e defesas antioxidantes em amostras de sangue
A anélise dos niveis de estresse oxidativo foi realizada no laboratério de Toxicologia
Humana e Ambiental do Nucleo de Medicina Tropical da UFPA, onde foram usados o0s

seguintes protocolos.
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4.6.1 Avaliacdo da peroxidacdo lipidica — TBARS

A medida da peroxidacéo lipidica foi realizada através da estimativa das substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). O método empregado consiste na precipitacdo das
lipoproteinas das amostras pela adicdo do &cido tricloroacético (ATC) a 1% e 1% de &cido
tiobarbitdrico (ATB) e Hidroxido de sodio (NAOH). A juncdo do perdxido lipidico com
ATB foi realizada pelo aquecimento em banho-maria por 30 minutos. Os cromGgenos
formados foram extraidos em n-butanoll, os quais serdo lidos a 535nm. A peroxidacédo
lipidica sera expressa em nmols/ml de MDA (ISAKSSON; STURVE; ALMROTH, 2009). O
calculo foi realizado através da construgdo de uma curva de calibragdo com 5 pontos (0; 1,25
;2,50; 5,0 e 10 nM) a partir de uma solucdo de MDA (Tetra-Hidroxipropano) de 20 nM.

4.6.2 Determinacdo dos niveis de Glutationa Total (GSH Total) e Glutationa Oxidada
(GSSG)

Para a determinacdo da GSH Total e GSSG foram coletados 3mL de sangue total em
tubo de EDTA, através de puncdo venosa. Em seguida as amostras foram desproteinizadas
por meio da acdo do acido tricloroacético (TCA) 10% e éter. Apos total evaporacdo do éter as
amostras foram submetidas a anélise.

Os niveis de GSSG e GSH foram mensurados através da analise colorimétrica usando
espectrofotbmetro UV semiautomatico, com cumprimento de onda de 412nm. A
concentracdo de GSH total através da oxidacdo da glutationa por 5,5-dithio-bis (2-
nitrobenzoic acid- DTNB) e sequencial reducdo por NADPH na presenca da glutationa
redutase através da espectrofotometria UV (412 nm), de acordo com o método descrito por
Anderson (1985). Os resultados foram expressos em pg/ml sangue.

O ensaio para a medida de GSH total no sangue consiste na reciclagem cinética
enzimética baseada na oxidacdo de GSH pelo 5,5-ditiobis (2-acido nitrobenzdico- DTNB
para medir o conteudo de GSH total da amostra biolégica. A GSH padrdo ou a amostra
tratada € adicionada por uma micropipeta seguida por DTNB e glutationa redutase (GSH
redutase). Adicdo de NADPH2 inicia a reducdo progressiva de DTNB pela GSH,

determinando um aumento na cor que € monitorada a 412 nm.
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4.7 Coleta de dados sociodemogréficos

Durante a visita as comunidades foram obtidas as informacdes socio demograficas
(idade, raca, escolaridade, estado civil, ocupacdo e renda). Esses dados foram obtidos da
ficha do PCCU e registrados em formularios proprios. Em seguida foram transferidos para
um banco de dados para a avaliacao estatistica.
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5 PROCESSO DE ANALISE E AVALIA(;AO DOSRESULTADOS

Os resultados foram apresentados através de graficos e tabelas. As varidveis
quantitativas foram analisadas através de estatistica descritiva, usando mediana, 1° e 3°
quartis e valores minimos e maximos. Optou-se por essa estatistica devido os dados serem
quantitativos e assimétricos. Para complementar os dados, usou-se a média e o desvio padréo,
para auxiliar na comparagdo com outros autores.

Para a comparacéo entre as prevaléncias dos dados sociodemograficos, bem como para
as prevaléncias de LIEBG e infec¢do por HPV nas comunidades ribeirinhas estudadas foi
empregado o teste de Meta-andlise para varias proporcfes (pw combinado). Para a
comparacgdo dos niveis de estresse oxidativo nas comunidades foi empregada a andlise de
variancia através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, usando o método de Dunn, o
qual é mais conservador. Para comparar os teores de estresse oxidativo entre as mulheres
com e sem LIEBG e com e sem infec¢do por HPV foi usado o teste ndo-paramétrico de
Mann- Whitney.

As diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05. As variaveis foram
registradas no Software Excel versdo 2010 para a construgdo do banco de dados,

posteriormente foram analisadas usando o Programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2011).
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6 ASPECTOSETICOS

Foi respeitada a resolucéo 466/2012 que trata das diretrizes e normas regulamentadoras
de pesquisa envolvendo seres humanos, que incorpora sob a otica do individuo e das
coletividades os quatro referenciais bésicos da bioética: autonomia, ndo maleficéncia,
beneficéncia e justica, entre outros, e visa assegurar os direitos e deveres que dizem respeito
a comunidade cientifica, aos sujeitos da pesquisa e ao Estado.

Os riscos previstos foram minimizados com a aplicacéo de técnicas de biosseguranca
(uso de material descartavel e coleta executada por técnico experiente). Ficou ainda
assegurado a identificacdo dos participantes e sigilo sobre os dados coletados.

Os beneficios foram a contribuicdo do estudo para o acervo bibliogréafico de pesquisas
cientificas sobre estresse oxidativo e a epidemiologia do cancer cérvico uterino em mulheres
ribeirinhas da Amazénia, auxiliando para o fortalecimento de acGes efetivas de prevencao e
controle deste cancer pelo PCCU do Ministério da Saude.

Este estudo faz parte de um Projeto maior intitulado “Estratégias para o monitoramento
e controle do cancer cérvico-uterino em diferentes regides geogréaficas do estado do Para”,
que tem apoio financeiro do PPSUS (Programa Pesquisa para o SUS), edital FAPESPA
(Fundacdo Amazonia Paraense de Amparo a Pesquisa) 003/2012, o qual foi apreciado pelo
comité de ética em Pesquisa em Seres Humanos do Nucleo de Medicina Tropical da
Universidade Federal do Pard — CEP - NMT/UFPA e foi aprovado sob parecer n° 334.524 no
dia 16 de julho de 2013.
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7 RESULTADOS

Os dados sociodemograficos das 237 mulheres ribeirinhas pesquisadas distribuidas
entre duas comunidades de Itaituba, duas comunidades de Limoeiro do Ajuru e uma
comunidade de Braganca estéo presentes na tabela 3.

Verificou-se que a faixa etaria mais prevalente foi a de 25 a 35 anos em todas as
comunidades estudadas, sendo 42,85% nas ribeirinhas de Itaituba, 29,41% nas de Limoeiro
do Ajurd e 30,23% nas de Braganca. Na andlise das faixas etarias houve diferenca
significativa somente na faixa etaria de 47 a 57 anos entre Itaituba e Limoeiro do Ajurl e
Itaituba e Braganca (p < 0,05), ndo havendo diferenca estatistica em relacdo as outras faixas
etérias entre as ribeirinhas estudadas (p > 0,05) (Tabela 3).

Sobre a cor, as mulheres da cor parda foram a maioria, sendo 67,46% em Itaituba,
61,76% em Limoeiro do Ajurt e 81,39% na comunidade Braganca, seguidas por brancas.
N&o se observou diferenca estatistica em relacdo a cor entre as mulheres das comunidades
estudadas (p > 0,05) (Tabela 3).

Em relacdo ao nivel escolar, o ensino fundamental incompleto foi predominante, sendo
38,88% nas mulheres de Itaituba, 45,58% nas de Limoeiro do Ajurd e 46,51% na de
Braganca, seguida por ensino médio completo. Ndo se verificou diferenca estatistica nos
graus de escolaridade entre as comunidades pesquisadas (p > 0,05) (Tabela 3).

Quanto a renda, notou-se renda predominante de um ou mais salarios minimos nas
ribeirinhas de Itaituba, e menos de um salario minimo nas de Limoeiro do Ajurt e Braganca.
Observou-se diferenca altamente significativa quanto a renda de um ou mais salarios
minimos entre as comunidades de Itaituba e Limoeiro do Ajuru e entre Itaituba e Braganca (p
< 0,01 Nao houve diferenca significativa entre as comunidades estudas quanto a renda menor
gue um salario minimo (Tabela 3).

Em relacdo & mulheres sem renda, notou-se que houve diferenca altamente
significativa entre as comunidades de Itaituba e Limoeiro do Ajurd (p < 0,01) e significativa
entre Limoeiro do Ajur( e Braganga (p < 0,05). Esses resultados retratam a maior prevaléncia
de mulheres sem renda em Limoeiro do Ajurd, quando comparada com as outras
comunidades estudadas (Tabela 3).

Em relagéo ao estado civil, constatou-se maiores prevaléncias de mulheres em unido
estavel em todas as comunidades pesquisadas, sendo 41,26% naquelas das comunidades de
Itaituba, 36,76% nas de Limoeiro do Ajuru e 46,51% nas de Braganga, seguidas por mulheres

casadas (Tabela 3).
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Ao comparar as propor¢des do estado civil quanto a categoria “solteira”, observou-se
diferenca altamente significativa entre as ribeirinhas das comunidades de Itaituba e Limoeiro
do Ajurt (p < 0,01). No houve diferenca estatistica nas outras categorias de estado civil
entre as ribeirinhas pesquisadas (Tabela 3).

Sobre a ocupacdo, percebeu-se que as mulheres que trabalham fora do lar foram as
mais predominantes nas comunidades estudadas, sendo nas ribeirinhas de Itaituba 42,06%,
51,47% nas de Limoeiro do Ajurt e 58,13% nas de Braganca, seguidas pelas mulheres que
trabalham no lar (Tabela 3).

Percebeu-se diferenga estatistica quanto a categoria “do lar” entre as comunidades de
Itaituba e Braganca (p < 0,05) e altamente significativa entre Limoeiro do Ajurl e Braganca
(p <0,01). Esses dados retratam a menor prevaléncia de mulheres “do lar” em Braganga. N&o
houve diferenca estatistica nas outras categorias de ocupacao ao comparar as comunidades

pesquisadas (p > 0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Dados sociodemograficos de mulheres de comunidades ribeirinhas de Itaituba,
Limoeiro do Ajurl e Braganca, Pard, Brasil, 2013 e 2014.

COMUNIDADES RIBEIRINHAS

Comunidades de

Comunidades Limoeiro do Comunidade de P —valor
Variaveis de Itaituba A Braganca IxL
Ajuru
I xB
n=126 n=68 n=43 LxB
Falxa etéria [a] T(LVAY " T VAN " L\
14a24 23 1825 16 23,52 6 13,95 ns
25235 54 4285 20 29,41 13 30,23 ns

36 a46 ns

37 29,36 17 25,00 11 25,58

47 a 57 <0,05 (I x L)
10 7,93 14 20,58 10 23,25  <0,05 (I x B)

58260 1,58 1 1.47 2 4,65 ns
SR 0 0 0 0 1 232 ;
Cor

Branca 9 7.14 8 11,76 8 18,60 ns
PHH 85 6746 42 6176 35 81,39 ns
Preta 4 317 2 2.04 0 0 ns
SR o | e LG 23,52 0 0 -

Escolaridade
Néo 2 1,58 0 0 2 4,65 ns
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Fonte: Formulario aplicado nas entrevistas

Nota: n: frequéncia absoluta; %: frequéncia relativa em percentual; SR: sem resposta; SM: salario minimo; I:
Itaituba; L: Limoeiro do Ajurd; B: Braganca; ns: ndo significativo

*p<0.05 difere estatisticamente entre as comunidades; (Meta-analise para varias propor¢des -pw combinado)

As prevaléncias da LIEBG e da infec¢do pelo HPV baseada na Reacdo em Cadeia da

Polimerase - PCR nas mulheres da comunidades ribeirinhas de Itaituba, Limoeiro do Ajur( e

na de Braganca estdo apresentadas tabela 4.
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N&o foram encontradas LIEAG nas mulheres estudadas. Sobre as prevaléncias das
LIEBG nas ribeirinhas pesquisadas, obteve-se 9,30% nas ribeirinhas de Braganca, seguidas
pelas de Itaituba com 8,70% e pelas de Limoeiro do Ajurd com 4,41%. Néo se verificou
diferenca estatistica entre as propor¢des de LIEBG entre as ribeirinhas estudadas (p = 0,4986)
(Tabela 4).

Observou-se a prevaléncia de 13,49% de infeccdo pelo HPV nas ribeirinhas de
Itaituba, seguidas pelas de Limoeiro do Ajurd com 11,76% e pelas de Braganca com 11,62%.
N&o se identificou diferenca estatistica entre as proporcdes de infeccdo por HPV entre as

mulheres das comunidades pesquisadas (p = 0,9187) (Tabela 4).

Tabela 4. Prevaléncias de LIEBG e infec¢do por HPV em mulheres de diferentes regides
ribeirinhas no estado do Pard, Brasil, 2013 e 2014.

COMUNIDADES RIBEIRINHAS

Variaveis _ Comunidades ~ Comunidade Pvalor
Comunidades Ha XL
: Limoeiro do
Itaituba A
Ajurd Braganca
I XB
n=126
n=68 n=43 L XB
n (%) n (%) n (%)
LIEBG 11 8,70 3 4,41 4 9,30 ns
Infeccéo
nnr HP\/ 17 1349 8 1176 [ 11 NN ns

Fonte: Laboratdrio de Imunopatologia MT/UFPA,; Laboratdrio de Citopatologia NMT/ UFPA

Nota: p<0,05 difere estatisticamente entre as comunidades - Meta-analise para véarias propor¢des -pw
combinado). N&o houve diferenca estatistica entre as prevaléncias nas comunidades estudadas. I: Itaituba; L:
Limoeiro do Ajurl; B: Braganga; ns: ndo significativo

Na tabela 5 segue os valores de mediana, primeiro e terceiro quartis € minimos e
méaximos de niveis de marcadores do estresse oxidativo (MDA, GSH total e GSSG) de
mulheres ribeirinhas das comunidades de Itaituba, Limoeiro do Ajurl e Braganca.

A mediana dos niveis de MDA nas mulheres da comunidade de Braganca foi 2,54
nmols/ml, seguida pelas das comunidades de Itaituba com 1,81 nmols/ml e das comunidades
de Limoeiro do Ajurd com 0,51 nmols/ml. Identificou-se diferenca significativa nos niveis de
MDA das mulheres de Itaituba e Limoeiro do Ajurd e Limoeiro do Ajurt e Braganca (p <
0,05) (Tabela 5).
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A mediana dos niveis de GSH total nas ribeirinhas das comunidades de Limoeiro do
Ajuru foi de 3,80 pg/ml, seguida pelas das comunidades de Itaituba com 1,81 pg/ml e das
ribeirinhas da comunidade de Braganca com 1,80 pg/ml. Observou-se diferenca estatistica
nas concentracoes de GSH total entre as ribeirinhas das comunidades de Itaituba e as de
Limoeiro do Ajurl e entre as de Limoeiro do Ajuru e as de Braganca (p < 0,05) (Tabelab).

A mediana dos niveis de GSSG nas ribeirinhas das comunidades de Limoeiro do Ajurt
foi de 2,23 pg/ml, seguida pelas das comunidades de Itaituba com 1,52 pg/ml e das
comunidade de Braganca com 1,30 pg/ml. A comparacdo dos niveis de GSSG nas mulheres
das comunidades estudadas mostrou diferenca significativa entre as das comunidades de
Limoeiro do Ajurl e Braganca (p < 0,05). (Tabela 5).

Tabela 5. Mediana, 1° e 3° quartis e valores minimos e maximos de marcadores do estresse
oxidativo em mulheres de diferentes areas ribeirinhas no estado do Para, Brasil, 2013 e 2014.

Comunidades

Comunidades em Comunidade
em ltaituba Limoeiro do em Braganca P valor
Elementos do n=126 Ajurd n =143 IxL
estresse oxidativo Md n =68 Md I xB
(Q1-Q3) Md (Q1-Q3) LxB
(Min - max) (Q1-Q3) (Min - max)
(Min - max)
MDA nmols/ml 1,81 0,51 2,54 <0,05(IxL)
(0,90 - 6,06) (0,24 — 1,40) (1,46 —3,70) <0,05 (L x B)
(0,10 - 10,29) (0,10 - 3,50) (0,31 -7,26)
GSH total pg/ml 1,81 3,80 1,80 <0,05(IxL)
(1,43 -2,28) (2,92 - 6,50) (1,16 —4,42) <0,05 (L x B)
(0,62 — 10,45) (0,20 - 17,72) (0,15 -12,30)
GSSG pg/mi 1,52 2,23 1,30 < 0,05 (L x B)
(1,24 -2,22) (1,00 - 3,82) (0,91 -1,76)

(051-1423)  (0,74-11,29) (0,06 6,10)

Fonte: Laboratorio de Toxicologia Humana e Ambiental do NMT/ UFPA
Nota: Q1: primeiro quartil, Q3: terceiro quartil; Min: minimo, Méax: maximo; I: Itaituba; L: Limoeiro do Ajur(;
B: Braganga; ns: ndo significativo; * significativo (p<0,05) —Kruskall-wallis — Método de Dunn

No grafico 1 sdo apresentados o0s niveis médios com os desvios padrdo dos niveis de
MDA de mulheres ribeirinhas das comunidades de Itaituba, Limoeiro do Ajur( e Braganca.

O nivel médio e desvio padréo dos niveis de MDA nas mulheres das comunidades de
Itaituba foi de 3,38 *+ 3,02 nmols/ml, seguidas pelas de Braganca com 2,82 + 1,68 nmols/ml e

Limoeiro do Ajurtd com 0,89 £ 0,78 nmols/ml (Grafico 1).
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Gréafico 1. Niveis médios de MDA com desvio padrdo em mulheres ribeirinhas da
Amazonia, Para, Brasil, 2013 e 2014.
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Fonte: Laboratdrio de Toxicologia Humana e Ambiental NMT/ UFPA

No grafico 2 sdo apresentados os niveis médios com os desvios padrdo dos niveis de
GSH total de mulheres ribeirinhas das comunidades de Itaituba, Limoeiro do Ajur( e
Braganca.

O nivel médio e desvio padrdo dos niveis de GSH total nas ribeirinhas das
comunidades Limoeiro do Ajurd foi de 5,13 = 3,60, seguida pelas da comunidade de

Braganca com 3,24 + 2,97 ug/ml e pelas de Itaituba com 2,03 + 1,11 pg/ml (Gréfico 2).

Gréfico 2. Niveis médios de GSH total com desvio padrdao em mulheres ribeirinhas da
Amazonia, Para, Brasil, 2013 e 2014.
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Fonte: Laboratdrio de Toxicologia Humana e Ambiental NMT/ UFPA
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No grafico 3 sdo apresentados os niveis médios com os desvios padrdo dos niveis de
GSSG de mulheres ribeirinhas das comunidades de Itaituba, Limoeiro do Ajur( e Braganga.

O teor médio e desvio padrdo dos niveis GSSG nas mulheres ribeirinhas das
comunidades de Limoeiro do Ajuru foi de 3,00 + 2,48 pg/ml, seguida pelas de Itaituba com
1,91 + 1,40 pg/ml e Braganca com 1,57 = 1,27 pg/ml (Gréfico 3).

Gréfico 3. Niveis médios de GSSG com desvio padrdo em mulheres ribeirinhas da
Amazonia, Para, Brasil, 2013 e 2014.
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Fonte: Laboratdrio de Toxicologia Humana e Ambiental NMT/ UFPA

Nos graficos 4 e 5 seguem os valores de mediana, primeiro e terceiro quartis e minimos
e maximos de niveis de marcadores do estresse oxidativo (MDA, GSH total e GSSG) das 126
mulheres ribeirinhas das comunidades de Itaituba com e sem LIEBG e com e sem infeccéo
por HPV.

Ressalta — se que apenas uma mulher de Itaituba com LIEBG confirmou o DNA- HPV
através da PCR.

A mediana dos niveis de MDA nas ribeirinhas das comunidades de Itaituba foi superior
naquelas com LIEBG (4,52 nmols/ml), apresentando 1° e 3° quartis de 1,74 e 7,98 nmols/ml
com niveis minimos e maximos de 0,61 e 8,17 nmols/ml, em comparacdo aquelas sem
LIEBG (1,71 nmols/ml), com 1° e 3° quartis de 0,86 e 5,87 nmols/ml com niveis minimos e
méaximos de 0,10 e 10,29 nmols/ml. A comparacdo dos niveis de MDA entre as mulheres
com e sem LIEBG ndo mostrou diferenca significativa (p = 0,1208). (Gréfico 4).

A respeito da mediana dos niveis de GSH total nas ribeirinhas das comunidades de

Itaituba, observou-se maior mediana naquelas com LIEBG (2,03 pg/ml), com 1° e 3° quartis
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de 1,35 e 2,08 pg/ml e niveis minimos e maximos de 1,00 e 3,41 pug/ml, em relacdo aquelas
sem LIEBG (1,81 pg/ml), tendo 1° e 3° quartis de 1,43 e 2,30 pg/ml e niveis minimos e
maximos de 0,62 e 10,45 pg/ml. A comparacdo dos niveis de GSH total entre as mulheres
com e sem LIEBG ndo mostrou diferenca estatistica, p = 0, 8696 (Gréfico 4).

Identificou-se quanto a mediana dos niveis de GSSG nas ribeirinhas das comunidades
de Itaituba, mediana maior nas mulheres sem LIEBG (1,53 pg/ml), com 1° e 3° quartis de
1,23 e 2,21 pg/ml e niveis minimos e maximos de 0,51 e 14,23 pg/ml, em comparagédo
aquelas com LIEBG (1,39 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 1,36 e 2,49 pg/ml e niveis minimos
e maximos de 1,17 e 3,41 pg/ml. Ao contrastar os niveis de GSSG entre as mulheres com e
sem LIEBG néo se verificou diferenca estatistica (p = 0, 7296) (Grafico 4).

Sobre os niveis de MDA nas mulheres com e sem infeccdo por HPV em ltaituba,
obteve-se maiores niveis naquelas com infeccdo por HPV (8,02 nmols/ml), com 1° e 3°
quartis de 1,54 e 8,05 nmols/ml e niveis minimos e maximos de 0,57 e 8,31 nmols/ml, em
relacdo aquelas sem infec¢do por HPV (1,70 nmols/ml), com 1° e 3° quartis de 0,85 e 4,41
nmols/ml e niveis minimos e maximos de 0,10 e 10,29 nmols/ml. Os niveis de MDA entre
aquelas com e sem infec¢do por HPV mostrou diferenca altamente significativa (p = 0,0035)
(Gréfico 5).

Sobre os niveis de MDA nas mulheres com e sem infeccdo por HPV em Itaituba,
obteve-se maiores niveis naquelas com infeccdo por HPV (8,02 nmols/ml), com 1° e 3°
quartis de 1,54 e 8,05 nmols/ml e niveis minimos e maximos de 0,57 e 8,31 nmols/ml, em
relacdo aquelas sem infec¢do por HPV (1,70 nmols/ml), com 1° e 3° quartis de 0,85 e 4,41
nmols/ml e niveis minimos e maximos de 0,10 e 10,29 nmols/ml. Os niveis de MDA entre
aquelas com e sem infec¢do por HPV mostrou diferenca altamente significativa (p = 0,0035)
(Gréfico 5).

Sobre os niveis de GSH total nas mulheres com e sem infecgdo por HPV em Itaituba,
obteve-se maiores niveis naquelas com infeccdo por HPV (1,95 pg/ml), com 1° e 3° quartis
de 1,43 e 2,32 pg/ml e niveis minimos e maximos de 0,90 e 4,01 nmols/ml, em relagdo
aquelas sem infeccéo por HPV (1,80 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 1,43 e 2,25 pg/ml e niveis
minimos e maximos de 0,62 e 10,45 pg/ml. Os niveis de GSH total entre aquelas com e sem
infeccdo por HPV mostrou diferenca altamente significativa (p = 0,6502) (Grafico5).

Sobre os niveis de GSSG nas mulheres com e sem infeccdo por HPV em ltaituba,
obteve-se maiores niveis naquelas sem infecgdo por HPV (1,55 pg/ml), com 1° e 3° quartis de
1,29 e 2,29 pg/ml e niveis minimos e maximos de 0,51 e 14,23 nmols/ml, em relacdo aquelas

com a infeccao por HPV (1,43 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 1,36 e 1,87 pug/ml e niveis
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minimos e maximos de 1,14 e 3,41 pug/ml. Os niveis entre aquelas com e sem infeccéo por

HPV ndo mostraram diferenca significativa (p = 0, 5997) (Gréfico 5).

Gréfico 4. Mediana, 1° e 3° quartis e
minimos e maximos de niveis de
marcadores do estresse oxidativo de
mulheres ribeirinhas das comunidades
de Itaituba com e sem LIEBG no
estado do Para, Brasil, 2013 e 2014.
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Nota: ***p < 0,01 versus niveis de MDA nas mulheres sem HPV (Mann-Whitney); n com LIEBG=11; n sem

LIEBG=115; ncom HPV = 17; n sem HPV=109.

Nos graficos 6 e 7 seguem o0s valores de mediana, primeiro e terceiro quartis e minimos

e maximos de niveis de marcadores do estresse oxidativo (MDA, GSH total e GSSG) de 68

mulheres ribeirinhas das comunidades de Limoeiro do Ajurd com e sem LIEBG e com e sem

infeccdo por HPV.

A mediana dos niveis de MDA nas ribeirinhas das comunidades de Limoeiro do Ajurd

foi superior naquelas sem LIEBG (0,54 nmols/ml), apresentando 1° e 3° quartis de 0,28 e

1,40 nmols/ml com niveis minimos e maximos de 0,10 e 3,50 nmols/ml, em comparacdo

aquelas com LIEBG (0,23 nmols/ml), com 1° e 3° quartis de 0,21 e 0,26 nmols/ml com niveis

minimos e maximos de 0,20 e 0,30 nmols/ml (Gréfico 6).
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A respeito da mediana dos niveis de GSH total nas ribeirinhas das comunidades de
Limoeiro do Ajurd, observou-se maior mediana naquelas com LIEBG (5,42 pg/ml), com 1°e
3° quartis de 4,12 e 5,91 pg/ml e niveis minimos e méximos de 2,83 e 6,40 pg/ml, em relacéo
aquelas sem LIEBG (3,80 pg/ml), tendo 1° e 3° quartis de 2,95 e 6,80 pg/ml e niveis minimos
e maximos de 0,20 e 17,72 pg/ml (Gréfico 6).

Identificou-se quanto a mediana dos niveis de GSSG nas ribeirinhas das comunidades
de Limoeiro do Ajurl, mediana maior nas mulheres com LIEBG (2,71 pg/ml), com 1° e 3°
quartis de 1,00 e 4,38 pg/ml e niveis minimos e maximos de 0,74 e 3,13 pg/ml, em
comparacao aquelas sem LIEBG (2,20 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 1,72 e 2,92 pg/ml e
niveis minimos e maximos de 0,88 e 11,29 ug/ml (Gréfico 6).

Sobre os niveis de MDA nas mulheres com e sem infeccdo por HPV em Limoeiro do
Ajurl, obteve-se maiores niveis naquelas com infeccdo por HPV (0,54 nmols/ml), com 1° e
3° quartis de 0,13 e 0,88 nmols/ml e niveis minimos e maximos de 0,11 e 2,07 nmols/ml, em
relacdo aquelas sem infec¢do por HPV (0,51 nmols/ml), com 1° e 3° quartis de 0,27 e 1,40
nmols/ml e niveis minimos e maximos de 0,10 e 3,50 nmols/ml. Os niveis de MDA entre
aquelas com e sem infeccdo por HPV ndo mostrou diferenca significativa (p = 0,3131)
(Grafico 7).

Sobre os niveis de GSH total nas mulheres com e sem infeccdo por HPV em Limoeiro
do Ajur(, obteve-se maiores niveis naquelas com infec¢do por HPV (3,80 pg/ml), com 1° e 3°
quartis de 3,37 e 5,52 pg/ml e niveis minimos e maximos de 2,70 e 10,83 nmols/ml,
respectivamente, em relacdo aquelas sem infeccdo por HPV (3,77 pug/ml), com 1° e 3° quartis
de 2,83 e 6,50 pug/ml e niveis minimos e maximos de 0,20 e 17,72 pg/ml. Os niveis de GSH
total entre aquelas com e sem infeccdo por HPV ndo mostrou diferenca significativa (p =
0,7899) (Grafico 7).

Sobre os niveis de GSSG nas mulheres com e sem infec¢do por HPV em Limoeiro do
Ajurd, obteve-se maiores niveis naquelas com a infec¢do por HPV (4,10 pg/ml), com 1° e 3°
quartis de 2,80 e 6,35 pg/ml e niveis minimos e maximos de 0,90 e 8,27 nmols/ml, em
relacdo aquelas sem infeccdo por HPV (1,86 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 0,99 e 3,46 pg/ml
e niveis minimos e maximos de 0,74 e 11,29 pg/ml. Os niveis entre aquelas com e sem

infeccdo por HPV ndo mostraram diferenca significativa (p = 0, 0767) (Grafico 7).
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Gréfico 7. Mediana, 1° e 3° quartis e
minimos e maximos de niveis de
marcadores do estresse oxidativo de
mulheres ribeirinhas das comunidades
de Limoeiro do Ajurd com e sem
infeccdo por HPV no estado do Para,
Brasil, 2013 e 2014.

Gréfico 6. Mediana, 1° e 3° quartis e
minimos e maximos de niveis de
marcadores do estresse oxidativo de
mulheres ribeirinhas das comunidades de
Limoeiro do Ajurd com e sem LIEBG no
estado do Pard, Brasil, 2013 e 2014.
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Fonte: Laboratério de Imunopatologia NMT/UFPA,; laboratério de Citopatologia NMT/ UFPA,; Laboratério de
Toxicologia Humana e Ambiental NMT/ UFPA

Nota: Nao houve diferenca estatistica entre as mulheres com e sem LIEBG e entre aquelas com e sem infeccéo
por HPV —Mann- Whitney; n com LIEBG = 3; n sem LIEBG = 65; n com HPV = 8; n sem HPV= 60.

Nos gréaficos 8 e 9 segue os valores de mediana, primeiro e terceiro quartis e minimos e
méaximos de niveis de marcadores do estresse oxidativo (MDA, GSH total e GSSG) de 43
mulheres ribeirinhas da comunidade de Braganca com e sem LIEBG e com e sem infec¢éo
por HPV.

Ressalta — se que apenas uma mulher de Braganca com LIEBG confirmou o DNA-
HPV atraves da PCR.

A mediana dos niveis de MDA nas ribeirinhas da comunidade de Braganca foi superior
naquelas sem LIEBG (2,50 nmols/ml), apresentando 1° e 3° quartis de 1,46 e 3,60 nmols/ml
com niveis minimos e maximos de 0,31 e 7,26 nmols/ml, em comparacdo aquelas com
LIEBG (1,42 nmols/ml), com 1° e 3° quartis de 1,20 e 1,82 nmols/ml com niveis minimos e
méaximos de 1,08 e 2,50 nmols/ml. A comparacéo dos niveis de MDA entre as mulheres com

e sem LIEBG ndo mostrou diferenca significativa (p = 0,1169) (Gréafico 8).
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Sobre a mediana dos niveis de GSH total nas ribeirinhas da comunidade de Braganca,
observou-se maior mediana naquelas com LIEBG (2,97 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 2,51 e
3,72 pg/ml e niveis minimos e méaximos de 1,80 e 5,30 pg/ml, em relacdo aquelas sem
LIEBG (1,60 pg/ml), tendo 1° e 3° quartis de 1,08 e 4,42 pg/ml e niveis minimos e maximos
de 0,15 e 12,30 pg/ml. A comparacgédo dos niveis de GSH total entre as mulheres com e sem
LIEBG ndo mostrou diferenca significativa (p = 0,1610) (Gréfico 8).

Verificou-se quanto a mediana dos niveis de GSSG nas ribeirinhas da comunidade de
Braganca, mediana maior nas mulheres com LIEBG (1,55 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 1,30
e 1,90 pg/ml e niveis minimos e maximos de 0,72 e 2,80 pg/ml, em comparacéo aquelas sem
LIEBG (1,30 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 0,91 e 1,76 pg/ml e niveis minimos e maximos
de 0,06 e 6,10 pg/ml. Ndo houve diferenca estatistica nos niveis de GSSG entre as ribeirinhas
com e sem LIEBG (p = 0,4643) (Gréfico 8).

Quanto aos niveis de MDA nas mulheres com e sem infec¢do por HPV em Braganca,
obteve-se maiores niveis naquelas com infeccdo por HPV (3,90 nmols/ml), com 1° e 3°
quartis de 2,50 e 4,70 nmols/ml e niveis minimos e maximos de 1,50 e 6,50 nmols/ml, em
relacdo aquelas sem infec¢do por HPV (2,42 nmols/ml), com 1° e 3° quartis de 1,40 e 3,60
nmols/ml e niveis minimos e méximos de 0,31 e 7,26 nmols/ml. Os niveis de MDA entre
aquelas com e sem infeccdo por HPV ndo mostrou diferenca significativa (p = 0,1610)
(Grafico 9).

Sobre os niveis de GSH total nas mulheres com e sem infeccdo por HPV em Braganca,
obteve-se maiores niveis naquelas com infec¢do por HPV (8,20 pg/ml), com 1° e 3° quartis
de 3,20 e 8,60 pg/ml e niveis minimos e méaximos de 1,70 e 11,47 nmols/ml,
respectivamente, em relacdo aquelas sem infeccdo por HPV (1,47 pug/ml), com 1° e 3° quartis
de 1,04 e 4,07 pg/ml e niveis minimos e maximos de 0,15 e 12,30 pg/ml. Os niveis de GSH
total entre aquelas com e sem infec¢do por HPV mostrou diferenca significativa (p = 0,0219)
(Grafico 9).

Sobre os niveis de GSSG nas mulheres com e sem infec¢do por HPV em Braganca,
obteve-se maiores niveis naquelas com a infec¢do por HPV (1,40 pg/ml), com 1° e 3° quartis
de 1,21 e 1,60 pg/ml e niveis minimos e maximos de 0,08 e 6,10 nmols/ml, em relacéo
aquelas sem infeccdo por HPV (1,30 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 0,85 e 1,78 pg/ml e niveis
minimos e maximos de 0,06 e 5,08 pg/ml. Os niveis entre aquelas com e sem infecgdo por

HPV ndo mostraram diferenca significativa (p = 0, 6908) (Grafico 9).
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Grafico 8. Mediana, 1° e 3° quartis e Gréafico 9. Mediana, 1° e 3° quartis e
minimos e maximos de niveis de minimos e maximos de niveis de
marcadores do estresse oxidativo de marcadores do estresse oxidativo de
mulheres ribeirinhas da comunidade de mulheres ribeirinhas da comunidade de
Braganca com e sem LIEBG no estado do Braganca com e sem infeccdo por HPV
Para, Brasil. 2013 e 2014. no estado do Para, Brasil, 2013 e 2014.
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Fonte: Laboratdrio de Imunopatologia MT/UFPA,; Laboratério de Citopatologia NMT/ UFPA, Laboratério de
Toxicologia Humana e Ambiental NMT/ UFPA

Nota: **p < 0,05 versus niveis de GSH total nas mulheres sem HPV (Mann — Whitney); n com LIEBG=4; n sem
LIEBG=39; n com HPV =5; n sem HPV= 38.

Nos graficos 10 e 11 estdo demonstrados a mediana, primeiro e terceiro quartis e
minimos e maximos de niveis de marcadores do estresse oxidativo (MDA, GSH total e
GSSG) de 237 mulheres ribeirinhas das comunidades de Itaituba, Limoeiro do Ajuru e
Braganca com e sem LIEBG e com e sem infecgéo por HPV.

A mediana dos niveis de MDA foi superior naquelas com LIEBG (1,78 nmols/ml),
apresentando 1° e 3° quartis de 1,12 e 4,52 nmols/ml com niveis minimos e maximos de 0,20
e 8,17 nmols/ml, em comparacao aquelas sem LIEBG (1,52 nmols/ml), com 1° e 3° quartis de
0,61 e 3,50 nmols/ml com niveis minimos e méaximos de 0,10 e 10,29 nmols/ml. A
comparacéo dos niveis de MDA entre as mulheres com e sem LIEBG n&o mostrou diferenca
significativa (p = 0,3770) (Grafico 10).

Sobre a mediana dos niveis de GSH total, observou-se maior mediana naquelas sem

LIEBG (2,17 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 1,43 e 3,69 pg/ml e niveis minimos e maximos
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de 0,15 e 17,72 pg/ml, em relacdo aquelas com LIEBG (2,08 pg/ml), tendo 1° e 3° quartis de
1,76 e 3,10 pg/ml e niveis minimos e maximos de 1,00 e 6,40 pg/ml. A comparacdo dos
niveis de GSH total entre as mulheres com e sem LIEBG n&o mostrou diferenca significativa
(p = 0,9458) (Gréafico 10).

Verificou-se quanto a mediana dos niveis de GSSG mediana maior nas mulheres com
LIEBG (1,55 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 1,36 e 2,77 pug/ml e niveis minimos e maximos
de 0,72 e 3,41 pg/ml, em comparacao aquelas sem LIEBG (1,51 pg/ml), com 1° e 3° quartis
de 1,19 e 2,60 pg/ml e niveis minimos e maximos de 0,06 e 14,23 pg/ml. N& houve
diferenca estatistica nos niveis de GSSG entre as ribeirinhas com e sem LIEBG (p = 0,7652)
(Grafico 10).

Quanto aos niveis de MDA nas mulheres com e sem infeccdo por HPV, obteve-se
maiores niveis naquelas com infeccdo por HPV (3,20 nmols/ml), com 1° e 3° quartis de 0,82
e 8,03 nmols/ml e niveis minimos e maximos de 0,11 e 8,31 nmols/ml, em relagdo aquelas
sem infec¢do por HPV (1,52 nmols/ml), com 1° e 3° quartis de 0,61 e 3,31 nmols/ml e niveis
minimos e maximos de 0,10 e 10,29 nmols/ml. Os niveis de MDA entre aquelas com e sem
infeccdo por HPV mostrou diferenca significativa (p = 0,0298) (Gréafico 11).

Sobre os niveis de GSH total nas mulheres com e sem infeccdo por HPV, obteve-se
maiores niveis naquelas com infeccdo por HPV (2,80 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 1,82 e
3,80 pg/ml e niveis minimos e méaximos de 0,90 e 11,47 nmols/ml, respectivamente, em
relacdo aquelas sem infeccdo por HPV (2,12 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 1,41 e 3,57 pg/ml
e niveis minimos e maximos de 0,15 e 17,72 ug/ml. Os niveis de GSH total entre aquelas
com e sem infec¢do por HPV ndo mostrou diferenca significativa (p = 0,1415) (Gréfico 11).

Sobre os niveis de GSSG nas mulheres com e sem infeccdo por HPV, obteve-se
maiores niveis naquelas com a infeccdo por HPV (1,52 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 1,33 e
3,10 pg/ml e niveis minimos e maximos de 0,08 e 8,27 nmols/ml, em relagdo aquelas sem
infeccdo por HPV (1,51 pg/ml), com 1° e 3° quartis de 1,17 e 2,60 pg/ml e niveis minimos e
maximos de 0,06 e 14,23 pg/ml. Os niveis entre aquelas com e sem infec¢do por HPV néo
mostraram diferenga significativa (p = 0, 3581) (Grafico 11)
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Grafico 10. Mediana, 1° e 3° quartis e Grafico 11. Mediana, 1° e 3° quartis e
minimos e maximos de niveis de minimos e maximos de niveis de
marcadores do estresse oxidativo de marcadores do estresse oxidativo de
mulheres  ribeirinhas de  diferentes mulheres ribeirinhas de diferentes regides
regides com e sem LIEBG no estado do com e sem infecgdo por HPV no estado do
Para, Brasil, 2013 e 2014. Paré, Brasil, 2013 e 2014.
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Fonte: Laboratdrio de Imunopatologia MT/UFPA,; Laboratério de Citopatologia NMT/ UFPA; Laboratério de
Toxicologia Humana e Ambiental NMT/ UFPA

Nota: **p < 0,05 versus niveis MDA mulheres sem HPV (Mann — Whitney; n com LIEBG=18; n sem LIEBG=
219; n com HPV = 30; n sem HPV= 207.



60

8 DISCUSSAO

A relacdo entre o estresse oxidativo e o cancer, especialmente o de colo uterino, tem
sido alvo de discussdo entre inimeros pesquisadores, tendo sua relevancia no fato das
espécies reativas poder contribuir para a génese de neoplasias malignas, além do principal
fator de risco para o cancer do colo uterino, o HPV, parecer induzir ao desequilibrio entre as
espécies reativas e as defesas antioxidantes (CARVALHO, 2007; TOMITA, 2007,
MALDONADO, 2008; MARCO, 2013; SILVA; JASIULIONIS, 2014). Por outro lado,
ainda s&o escassos 0s estudos que envolvam as respostas do estresse oxidativo e o cancer de
colo uterino, sendo inédito o estudo dessa associacdo em populagdes ribeirinhas da
Amazonia, de acordo com as nossas buscas.

As comunidades ribeirinhas pesquisadas demonstraram serem semelhantes em relagédo
as suas caracteristicas sociodemogréaficas, diferindo em alguns poucos aspectos.
Identificaram-se nas comunidades estudadas que as mulheres ribeirinhas que mais realizaram
0 exame preventivo de cancer de colo uterino foram as mulheres jovens, em plena idade
reprodutiva. 1sso pode ser considerado um fator positivo, pois segundo Brasil (2011b) a faixa
etaria preconizada para a realizacdo do exame colpocitolégico é de 25 a 64 anos de idade,
anualmente, e ap0s dois exames anuais consecutivos negativos, a cada trés anos. Essa faixa
etéria foi representada por mais de 70% das mulheres pesquisadas.

Nossos dados foram semelhantes com os dados de Costa et al. (2011) cujo estudo com
mulheres ribeirinhas no estado do Par4 mostrou maior demanda de mulheres jovens. Outros
autores apresentaram resultados similares (MONTEIRO, 2009; EDUARDO et al., 2012). As
mulheres mais jovens parecem demonstrar mais interesse em realizar 0 exame preventivo,
possivelmente devido a queixas ginecoldgicas (PINHO et al., 2003; COSTA et al., 2011).

Ressalta-se que a idade tem sido associada com casos de infeccdo pelo HPV. Mulheres
jovens demonstram ter mais exposicdo a DST’s, ao uso inadequado de contraceptivos de
barreira, além da imaturidade imunolodgica sistémica e cervical (DEL AMO et al., 2005,
CAMPOS et al, 2008).

Constatou-se ainda a predominancia de mulheres ndo negras nas comunidades. Outros
estudos corroboram com esses resultados (FREDREZI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013)
Esse evento possivelmente esta relacionado a condi¢do socioeconémica e ndo genética. A
menor procura para a realizacdo do exame citopatologico por parte das mulheres negras pode
estar associado a falta de conhecimento por parte dessas mulheres acerca da importancia do
exame preventivo e da infeccdo pelo HPV (SHIELDS et al., 2004; HACKENHAAR,;
CESAR; DOMINGUES, 2006).
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Sobre o nivel de escolaridade, as mulheres mais observadas nas comunidades estudadas
foram aquelas com ensino fundamental incompleto, ou seja, com poucos anos de estudo,
seguidas por ensino médio completo. Isso demanda grande atencgdo, haja vista que, alguns
estudos tém mostrado a associacédo da baixa escolaridade relacionada a maiores prevaléncias
e taxas de mortalidade por cancer de colo uterino (THULER, 2008; CALAZAN, LUIZ,
FERREIRA, 2008; ZEFERINO, 2008; COSTA, 2011). Outras pesquisas apresentaram
resultados similares (COSTA et al., 2011; EDUARDO et al., 2012).

Segundo Parikh, Brennan e Boffeta (2003), o cancer de colo uterino se acentua nas
mulheres com condig¢des socioecondmicas menos favorecidas, podendo ter um aumento de
cerca de 100% de risco de desenvolver cancer invasivo e de aproximadamente 60% de risco
de desenvolver lesBes precursoras.

Apesar dos nossos achados, Fernandes et al. (2009) afirmam que as mulheres com
maior grau de conhecimento tendem a buscar por mais orienta¢gdes médicas, como a procura
pelos servigos de planejamento familiar, e ndo somente busca prevenir a infeccdo pelo HPV
ou alguma doenca. Possivelmente, nossos resultados refletem a realidade da populacdo
estudada, onde a maioria possui menor grau de instrucéo.

Verificou-se que as mulheres de Limoeiro do Ajurl apresentam piores condicdes
econémicas quando comparadas com as comunidades de Itaituba e Braganca, apresentando
mais de 70% entre mulheres sem renda e com renda menor que um salario minimo, seguida
pela comunidade de Braganca apresentando cerca de 58%. Realidade diferenciada nas
ribeirinhas de Itaituba, as quais apresentaram maior frequéncia de renda igual ou maior que
um salario (44,44%), com diferenca altamente significativa em comparacdo com as
comunidades de Limoeiro do Ajur( e Braganga.

Eduardo et al. (2012) na sua pesquisa com mulheres do nordeste brasileiro verificaram
resultados semelhantes as ribeirinhas de Limoeiro do Ajurd. Por outro lado, Oliveira et
al.(2013) em seu estudo com mulheres do sul do Brasil encontraram resultados semelhantes
as mulheres de Itaituba.

De acordo com IBGE (2010a) o IDH de Limoeiro do Ajurl é de 0,541, enquanto que
em Braganca é de 0,600 e Itaituba de 0,6400, sendo que todos apresentam tendéncia de
crescimento nos ultimos anos. O IDH de Limoeiro do Ajurl é considerado baixo, ao passo
que, o de Braganca e Itaituba sdo indices médios. Esses dados estdo de acordo com 0s nossos
achados.

Borges et al. (2012) observaram que a variavel renda esta relacionado a ndo

realizacdo do exame preventivo. Este fator pode ser associado a uma maior prevaléncia da
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infeccdo por HPV. Nakagawa et al. (2010) encontrou maiores prevaléncias de lesdes
precursoras e carcinoma invasivo de colo uterino nas mulheres sem trabalho remunerado.

Acerca do estado civil, as mulheres com unido estavel e casadas foram as mais
prevalentes nas ribeirinhas pesquisadas. Monteiro (2009), Eduardo et al. (2012), Oliveira et
al. (2013) encontraram resultados parecidos.

Stofler, Nunes e Schneider (2011) sugerem que as mulheres com parceiro fixo
expdem-se menos aos mecanismos de contdgio da infeccdo pelo HPV, estando menos
sujeitas as lesbes pré-invasivas. Fato confirmado pelo resultado de Rama et al., (2008) que
encontraram maior prevaléncia de HPV nas mulheres sem parceiro fixo, tendo forte
associacdo entre a infeccdo e o numero de parceiros. Contudo Nakagawa et al. (2010) e
Monteiro (2009) encontraram maiores prevaléncias de lesdes precursoras em mulheres
casadas, o que pode ser explicado pelo comportamento sexual do parceiro.

Quanto a ocupacdo, as mulheres ribeirinhas que trabalham fora do lar foram as
predominantes, 0 que pode ser positivo, ja que elas possuem algum tipo de remuneracdo.
Contudo, é necessario salientar que, em geral, as mulheres possuem uma jornada de trabalho
superior a dos homens, pois culturalmente elas estdo condicionadas a cuidar do lar e dos
filhos, dessa forma, a jornada de trabalho pode interferir negativamente na busca pelos
servicos de saude (SANTOS; SOUZA, 2013).

Fernandes et al. (2009) encontraram resultados divergentes dos nossos, onde a
maioria ndo trabalhava fora de casa. LIMA (2007) identificou que as mulheres que ndo
trabalham fora do lar apresentaram maior prevaléncia da infeccdo pelo HPV, estando assim
mais sujeita as lesdes pré-cancerosas e a carcinogénese do colo uterino. Esse resultado pode
ser influenciado pela condicdo socioecondmica dessas mulheres, ja que ndo apresentam
renda, além da falta de informacGes a respeito do virus HPV.

E sabido que o cancer de colo uterino é uma doenca com progressio lenta, sendo
precedido por les6es intraepiteliais escamosas (FERRAZ, SANTOS, DISCACCIATI, 2012).
Dentre essas lesdes, as de baixo grau tem uma tendéncia maior de regressdo do que as de alto
grau, embora todas possam tanto regredir como prosseguir para o cancer de colo uterino
(IARC, 2007). Neste estudo, as mulheres pesquisadas ndo apresentaram LIEAG. Quanto as
LIEBGs, as mulheres ribeirinhas de Bragancga apresentaram maiores prevaléncias, seguidas
pelas de Itaituba e Limoeiro do Ajuru.

Ainda sdo necessarios mais estudes em que se avaliem o que pode estar influenciando a
prevaléncia de LIEBG em Braganca. Todavia, tem-se encontrado em uma parcela relevante

da populacdo da comunidade estudada de Braganca, niveis de mercdrio acimado limite
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aceito pela OMS para a exposi¢cdo mercurial em humanos (AMARO, 2014). O mercdrio é
uma substancia toxica capaz de acarretar sérios efeitos sobre o organismo humano, como
deficits neurosensoriais (SA et al.,2006) e genotoxicidade (responsavel pelo surgimento de
canceres) (GROTTO et al. 2009).

Neste sentido, a comunidade de Braganca pode estar sofrendo exposicdo mercurial
através do ar, em funcéo da alta volatilidade deste elemento, tendo na atmosfera sua principal
via de transporte, 0 que pode ter influenciado a prevaléncia da LIEBG encontrada nessa
localidade (WASSERMAN; HACON; WASSERMAN, 2001). De acordo com o Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais -INPE (2015) Braganca apresenta expressivos focos de
gueimadas, o que demanda atencdo, pois, incéndios florestais sdo capazes de langar o
mercurio presente no solo e na biomassa vegetal na atmosfera. Essa fonte mercurial pode
ocorrer em areas mesmo com auséncia de atividade mineradora.

A prevaléncia de LIEBG em Itaituba pode ser explicada pela dificuldade das mulheres
dessa regido realizar o exame preventivo desenvolvido na area urbana desse municipio, dada
a dificuldade do transporte fluvial. Além disso, estudos tem mostrado que essa populacdo
vem sendo submetida a exposicdo ao mercurio, através do consumo de pescados
contaminados por metilmercurio (KHOURY et al., 2013; CORVELO et al., 2014).

Destaca-se que Duarte et al. (2010) identificaram prevaléncia de 16,46% de LIEBG,
superior aos nossos achados, enquanto que Costa et al. (2011) encontraram prevaléncia de
3,84% de LIEBG, similar ao encontrado nas mulheres ribeirinhas de Limoeiro do Ajuru.
Ambos os autores estudaram populacdes ribeirinhas. E provavel que essa diferenca e
semelhanca nas prevaléncias de LIEBG ocorra em virtude dos aspectos genéticos das
populacdes, além dos fatores ambientais de cada comunidade.

Salienta-se ainda que, dada a relevancia da associacdo da infeccdo pelo HPV com o
cancer de colo uterino, torna-se importante avaliar a prevaléncia desse virus em populagdes
ribeirinhas. Nossa pesquisa encontrou prevaléncias de 13,49% nas ribeirinhas de Itaituba,
11,76% nas de Limoeiro do Ajurt e 11,62% nas de Braganca, ndo havendo diferenca
estatistica entre as mulheres das comunidades pesquisadas. Nossos achados estdo de acordo
com WHO (2015) que relata a prevaléncia de HPV, confirmada através de teste de biologia
molecular, em mulheres com citologia normal no Brasil em torno de 2,3% a 35%.

A prevaléncia de HPV superior em ltaituba pode estar relacionada aos mesmos fatores
que tem influenciado nas prevaléncias das LIEBGs — distribui¢do geografica, demandando na

dificuldade de acesso aos servigos de salde e a exposicdo mercurial. Ressalta-se que a
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exposicao ao mercurio pode acarretar 0 aumento do estresse oxidativo, que por sua vez
contribui para a persisténcia do HPV.

Costa et. (2011, p.21) destaca que as comunidades ribeirinhas sdo, em grande parte,
“distantes dos grandes centros urbanos, caracteristica que as protege de comportamentos de
risco para DSTs, mais presentes na zona urbana. No entanto, a caréncia de servigos de
atencdo a salde proxima a essas comunidades ndo estimula a realizacdo de exames
preventivos”.

Adicionalmente, Duarte et al (2010) identificou a prevaléncia de 11,4% em mulheres
ribeirinhas do municipio de Abaetetuba, no estado do Para. Pinto, Fuzii e Quaresma (2011)
encontraram 14,2% em mulheres de Tucurui. Resultado semelhante foi encontrado por Brito,
Martins e Menezes (2002), que identificaram prevaléncia de 12,24% de HPV em indias
Parakand da Amazobnia brasileira. Nossos resultados parecem estar dentro do perfil de
prevaléncia encontrado em populagdes ndo urbanas da Amazonia.

Porém, em estudos realizados por Soares et al. (2003) em zona rural do nordeste do
Brasil, foi encontrado positividade para o HPV de 26%, todavia, ndo foi utilizado técnicas
moleculares de diagnostico do HPV.

Outros estudos com populagéo urbana identificaram prevaléncias superiores, como o de
Oliveira et al., (2013), que encontraram prevaléncia de 18,2% em mulheres do sul do Brasil,
Trottier et al., (2006) e Rama et al., (2006) que encontraram 16,8% e 17,8%,
respectivamente, em mulheres de Sdo Paulo, e Pinto, Fuzii e Quaresma (2011) que encontrou
15% em mulheres da &rea urbana da Amazoniabrasileira.

Fernandes et al. (2009) identificaram que a populacdo da zona rural apresenta menor
conhecimento acerca da importancia do exame Papanicolaou. Esse resultado sugere que essa
populacgéo sofreria maiores riscos de desenvolver o cancer de colo uterino do que a populagéo
da zona urbana.

Adicionalmente, o estresse oxidativo, resultado da relacdo entre os antioxidantes e 0s
radicais livres, tem sido considerado um fator relevante para a carcinogénese de colo uterino
(MARCO, 2013), o qual agindo em conjunto com a infeccdo pelo HPV que também ¢é
genotoxico e capaz de induzir a liberacdo de oxidantes na circulacdo, aumenta de forma
significativa as chances de progressao para o cancer de colo de Utero.

Os niveis do oxidante MDA diferiram entre as comunidades estudadas. Identificaram-
se menores niveis nas mulheres de Limoeiro do Ajurd, com diferenca significativa em
comparacdo as mulheres de Braganca e Itaituba. Os maiores niveis de MDA em Braganca e

Itaituba podem ser justificados pelos fatores ambientais, como a exposicdo da populacéo
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dessas localidades a substancias nocivas como o mercurio. Apesar de Braganga nao ter
histérico de garimpo, tem-se encontrado niveis relevantes dessa substancia em uma parcela
importante dessa populagéo, como assinalado anteriormente (AMARO, 2014).

Ainda segundo Valentine (2012), os efeitos toxicos do mercirio podem estar
relacionados com uma modulacdo dietética através do consumo de antioxidantes, bem como
a sazonalidade de cada regido e as variaveis de carater social e demografico que parecem
influenciar nos habitos alimentares das populaces.

Amaro (2014), a qual usou a metodologia para anélise dos niveis de MDA semelhante a
usada neste estudo, encontrou niveis médios de MDA em ribeirinhos da comunidade de
Braganca de 3,1 nmol/ml, semelhante aos nossos achados nessa populagdo que foram 2,82
nmol/ml. Por outro lado, os niveis de MDA em comunidades de Itaituba foram inferiores aos
nossos. Salienta-se que, Amaro estudou homens e mulheres, enquanto em nosso estudo
investigou-se apenas mulheres.

E importante ressaltar que durante as nossas pesquisas percebemos que a maioria dos
autores utilizou metodologias divergentes da usada neste estudo para a analise do estresse
oxidativo, o que dificultou maiores comparacdes dos niveis dos marcadores oxidativos e
antioxidantes.

Segundo Franca et al. (2013) e Mendonga, Carioca e Maia (2014) o método de
determinacéo da concentracdo de MDA, por meio das substancias reativas ao TBARS, é um
teste inespecifico, o qual pode sofrer interferéncias de inimeras substancias como acgucares,
aminoacidos e bilirrubina. Todavia, € um método de baixo custo e facil execucdo, sendo por
isso amplamente utilizado. Tem sido considerado um marcador importante para a avaliacao
da lipoperoxidacdo de membranas celulares frente ao estresse oxidativo.

Antunes et al.(2008, p.280) destaca que “os valores de referéncia para os niveis de
MDA total relatados na literatura apresentam grande variabilidade, estando relacionados com
as condi¢des experimentais utilizadas nos diferentes ensaios”.

Mendonca, Carioca e Maia (2014) identificaram que individuos com neoplasia tém
maiores concentracGes de marcadores oxidantes, sendo o MDA um marcador relevante de
gravidade do cancer. Além disso, 0 MDA tem sido apontado como um candidato potencial
para ser escolhido como um biomarcador geral de lesdo oxidativa em plasma
(VASCONCELOS et al., 2007).

A respeito dos niveis de MDA nas mulheres de Itaituba com e sem LIEBG, apesar de
ndo se observar diferenca estatistica, descritivamente verificou-se maiores niveis nas

ribeirinhas com LIEBG, o que pode ter ocorrido em virtude da neoplasia em si, ja que de
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acordo com Maldonado (2008), a neoplasia maligna é capaz de liberar radicais livres na
circulacdo. Similarmente, ao analisar as 327 mulheres estudadas nas comunidades de Itaituba,
Limoeiro do Ajuru e Braganca, identificou-se maiores niveis de MDA naquelas com LIEBG
em relagdo as sem les&o.

Em mulheres de Limoeiro do Ajurl e Bragancga, os niveis foram superiores nas
mulheres sem LIEBG, sem diferenca estatistica entre aquelas com e sem leséo, o que pode
ser explicado por outros fatores, como a genética, sedentarismo, dentre outros. Valentini
(2012) destaca que a dinamica nas concentracbes sanguineas de metais essenciais,
carotenoides e vitamina E e alguns outros nutrientes diverge durante os periodos do ano, em
virtude da frequéncia alimentar e disponibilidade dos alimentos, o que pode influenciar nos
marcadores de estresse oxidativo.

Maldonado (2008) identificou niveis mais elevados de MDA nas mulheres com
neoplasia intraepitelial uterina de alto grau de origem escamosas ndo tratadas em relagéo
aquelas que ja tinham iniciado o tratamento para o cancer. Gongalves et al., (2005) ao avaliar
os marcadores de estresse oxidativo na evolucdo do cancer de colo uterino, encontraram
concentracdes 2 a 3 vezes maior nos niveis de TBARS nos eritrdcitos de pacientes tanto com
lesBes intra-epiteliais escamosa de baixo e alto grau como naquelas com céncer de colo
uterino. Além disso, Nirmala e Narendhirakannan (2011) encontraram niveis médios de
MDA mais elevados nos pacientes com cancer de colo uterino em relagdo ao grupo sem
cancer.

Verificou-se que em diferentes canceres podem ser visualizados elevados niveis de
MDA. Mendonga, Carioca e Maia (2014) e Marakala, Malathi e Shivashankara (2012)
encontraram, respectivamente, niveis de MDA superiores nos pacientes com  cancer
colorretal e cancer de orofaringe em comparagdo com aqueles sem cancer.

A respeito dos niveis de MDA nas mulheres ribeirinhas com e sem infec¢do por HPV
verificou-se concentragcdes mais elevadas naquelas com a infeccdo pelo virus, em todas as
comunidades estudadas, tendo diferenca significativa entre aquelas com e sem a infeccao
pelo HPV somente em Itaituba, o que pode ter ocorrido em virtude da amostra ter sido maior
nessa regido. Da mesma forma, ao comparar as concentragdes de MDA das 327 mulheres
ribeirinhas pesquisadas, foram identificados maiores niveis naquelas com a infeccdo pelo
virus, apresentando diferenca estatistica entre as mulheres com e sem infeccao.

O aumento dos niveis de MDA pode ter ocorrido em virtude do HPV ser capaz de
suscitar o desbalango das EROs, induzindo o estresse oxidativo. Além disso, evidéncias

epidemioldgicas, clinicas e dados bioguimicos iniciais apontam que a infec¢do viral e o
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estabelecimento da persisténcia da infeccdo sdo potencializados pelas espécies reativas
(MARCO, 2013).

Cokluk et al., (2015) em seu estudo acerca do estresse oxidativo em mulheres com
verrugas genitais encontraram niveis significativamente maiores de MDA no soro sanguineo
das pacientes com verrugas, causadas por HPV. Ademais, Williams et al. (2014)
identificaram em sua pesquisa, que a expressao do oncogene viral E6 aumentou os niveis de
EROs tanto nas células HPV positiva como naquelas HPV negativas. Esse aumento, por sua
vez, levou a maiores danos no DNA da célula hospedeira. Acredita-se que esse aumento das
EROs pode ser devido a uma diminuicdo das defesas antioxidantes, ja que a expressdo de E6
levou a diminuicao das concentragdes de SOD e GSH-Px.

Destaca-se ainda, que alguns fatores de risco como o fumo pode induzir o estresse
oxidativo com maior forca nas células cancerosas do colo uterino e HPV positivos
(MOKTAR et al., 2011).

Sobre os niveis de GSH total (GSH e GSSG), verificaram-se niveis mais elevados em
Limoeiro do Ajurl, com diferenca estatistica em comparacao a ltaituba e Braganca. Nesse
caso, a GSH total parece estar expressando uma resposta oxidativa, pela elevada
concentracdo de GSSG nas mulheres dessa localidade. Os menores niveis de GSH total e
GSSG em ltaituba e Braganca podem estar sendo influenciados pela alimentacdo. Dentre os
habitos alimentares das populacBes dessas regides esta o peixe, no qual pode ser encontrado
inimeros antioxidantes, como o zinco, ferro, a vitamina B12 e o selénio (ANGELIS, 2001).
Em especial, o selénio é um mineral antioxidante capaz de detoxificar o organismo contra
metais tdxicos, como o mercurio (ROCHA, 2015).

Adicionalmente, a GSH, antioxidante abrangido pela GSH total, pode ser regulado pela
dieta e estado nutricional. A regulacdo pela dieta foi evidenciado em estudos onde a
concentracdo hepética da GSH durante os periodos de jejum era baixa, em ratos alimentados
com baixos teores de proteinas ou dietas deficientes em aminoacidos sulfurados. O nivel de
GSH aumentou quando os animais foram realimentados ou quando receberam dietas com
aminoacidos sulfurados. Estes achados foram confirmados posteriormente, quando a
concentracdo hepética de GSH diminuiu em animais alimentados com dieta contendo entre 4
e 7,5% de proteinas em compara¢do com ratos com dietas normoprotéicas (15%) (BRAY,
TAYLOR, 1993; VANNUCCHI et al., 1998). Assim sugere-se que as mulheres de Limoeiro
do Ajuru tem apresentado uma dieta com baixos teores de proteinas ou deficientes em

aminoacidos sulfurados.
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Amaro (2014) encontrou niveis médios semelhantes aos nossos de GSH total e GSSG
em comunidades de ltaituba e Braganca, o que era esperado, ja que foram estudadas as
mesmas comunidades.

Sabe-se que a GSSG, gerada pela oxidagdo da GSH com o apoio da enzima GSH-Px, €
uma manifestacdo toxica do estresse oxidativo, sendo sua concentracdo um indicador
importante de funcionalidade celular e sua alteracdo associada a diversas patologias
(VULCANO, SORACI, TAPIA, 2013).

A respeito dos niveis de GSH total e GSSG nas mulheres com e sem LIEBG, notou-se
concentracOes superiores nas ribeirinhas de Limoeiro do Ajur( e Braganca com LIEBG. Em
Itaituba as mulheres com LIEBG apresentaram maiores niveis de GSH total e menores de
GSSG. Os marcadores oxidativos superiores de GSH total e GSSG nas mulheres de
Limoeiro do Ajuru e Braganca estdo de acordo com a literatura, os quais descrevem o
aumento das substancias oxidantes na circulagdo dos pacientes com neoplasia maligna,
apesar das mulheres desse estudo apresentarem lesfes precursoras ou pré-malignas (BEEVI,
RASHEED, GEETHA et al., 2007; MALDONADO, 2008; MARAKALA, MALATHI,
SHIVASHANKARA, 2012; MENDONCA, CARIOCA E MAIA, 2014).

Sobre os niveis de GSH total e GSSG nas mulheres com LIEBG em ltaituba, pode estar
ocorrendo uma acdo das defesas antioxidantes, como a GSH, o que estaria gerando o
aumento da GSH total nessas mulheres e a diminuicdo da GSSG, a fim de combater a
neoplasia. Maldonado (2008) encontrou niveis mais elevados de catalase e GSH nas
mulheres com LIEAG que ndo haviam iniciado tratamento em relacdo aquelas que ja tinham
comecado. Beevi, Rasheed e Geetha (2007) acharam resultados semelhantes ao identificar
niveis de glutationa S-Tranferase (GST) mais elevados em mulheres com carcinoma de colo
uterino em relacdo ao grupo controle. Carrero et al. (2009) identificaram resultados
similares.

Além disso, a GSH-Px é um antioxidante relevante que ndo foi dosado neste estudo e
que poderia contribuir para o entendimento das atividades oxidantes em mulheres de Itaituba
com lesbes pré-malignas no colo uterino. Esta enzima importante no ciclo glutationa, a qual
participa na transformacdo da GSH em GSSG. Seus niveis diminuidos sugerem uma alta
exposicao a metais, entre eles o mercurio Assim, os niveis inferiores de GSSG em ltaituba
podem estar sendo influenciados pela alta exposicdo das mulheres dessa localidade ao
mercuario (AMARO, 2014).

Ao comparar o0s niveis de GSH total e GSSG das 237 mulheres pesquisadas, verificou-

gue aquelas com LIEBG tiveram niveis superiores de GSSG e inferiores de GSH total, 0 que
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pode ser explicado pelo fato das substancias oxidantes serem maiores naqueles com
neoplasias malignas, o que estaria influenciando no aumento dos niveis de GSSG, além dos
antioxidantes, a exemplo da GSH, se mostrarem diminuidos nos pacientes com cancer, o que
pode estar induzindo os menores niveis de GSH total.

Nirmala e Narendhirakannan (2011) observaram que antioxidantes como a SOD, GPx,
e GSH no eritrocito e plasma foram significativamente mais baixas em pacientes com cancro
do colo do utero, bem como os niveis de GST e vitaminas E e C no plasma e os niveis da
enzima catalase nos eritrocitos, enquanto que os niveis do oxidante MDA foram mais
elevados nesses pacientes. Outros autores identificaram achados similares, demonstrando o
aumento de oxidantes e a diminuicdo de antioxidantes na presenca de uma neoplasia maligna
(KIM et al., 2004; MILA — KIERZENKOWSKA et al., 2004).

Ressalta-se que varios estudos tém demonstrado uma diminuigdo nas trés principais
enzimas antioxidantes: superdxido dismutase, catalase e GSH- Px em pacientes com cancer
de colo de datero (MANJU, KALAIVANI, NALINI, 2002; LOOI et al., 2008;
SRIVASTAVA et al., 2009).

Thomson et al. (2008) constataram que as variacdes das concentracfes de selénio, o
qual pode ser influenciado pela dieta alimentar, podem interferir na atividade da enzima
GSH-PX, o que pode intervir na oxidacdo da GSH a GSSG.

No tocante as concentracGes de GSH total e GSSG nas mulheres ribeirinhas com e sem
infecgdo por HPV notou-se maiores niveis naquelas com a infeccdo em todas as comunidades
estudadas, com diferenca estatistica naquelas de Braganca, resultado similar obteve-se ao
analisar as 327 mulheres pesquisadas. Percebe-se novamente que a GSH total estd
expressando uma resposta oxidativa. Esse resultado pode ser justificado pela indugdo do
estresse oxidativo a partir do virus, como assinalado anteriormente (MARCO, 2013; SILVA,
JASIULIONIS, 2014). Ademais, segundo Williams et al. (2014) a geracdo do estresse
oxidativo durante uma infeccdo viral € uma ocorréncia comum durante a resposta
inflamatdria, em virtude da liberacdo de EROs a partir de neutréfilos e macréfagos.

Williams et al., (2011) infere que a inflamag&o, conhecido cofator para a carcinogénese
cervical, fornece danos no DNA necessarios para a integragdo do HPV, o qual leva a
instabilidade cromossémica e céancer, que agindo em conjunto com 0 estresse oxidativo
favorecem consideravelmente o desenvolvimento do cancer de colo uterino.

Boisio et al., (1990) constataram que as pacientes com a infeccdo por HPV apresentam

menores teores de GSH e maiores de GSSG, 0 que esta de acordo com 0s nossos achados,



onde encontramos a sugestdo de uma resposta oxidativa nas mulheres com a infeccédo pelo

HPV. Kwasniewska , Tukendorf e Semczuk (1995) verificaram resultados parecidos.
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9 CONCLUSAO

As mulheres das comunidades ribeirinhas de Itaituba, Limoeiro do Ajurl e Braganca
mostraram-se semelhantes em suas caracteristicas sociodemograficas, com excecdo da renda,
onde as mulheres de Limoeiro do Ajuru apresentaram menores condi¢cdes econdmicas.

N&o foram encontradas mulheres com LIEAG nas comunidades estudadas. A
prevaléncia da LIEBG foi superior em Braganga, enquanto que a infecgdo por HPV foi mais
prevalente em lItaituba.

As prevaléncias do HPV demonstraram estar dentro do perfil de prevaléncia encontrado
em populacGes ndo urbanas da Amazonia.

Os niveis de MDA foram superiores naquelas com a infecgdo por HPV em todas as
comunidades estudadas.

Nas localidades de Limoeiro do Ajurl e Braganca as concentracbes de GSH total e
GSSG apresentaram-se elevadas sugerindo a expressdo de uma resposta oxidativa nas
mulheres com lesdes pré-malignas de baixo grau do colo uterino e HPV. Enquanto que nas
mulheres com LIEBG e HPV de Itaituba os niveis de GSH total foram superiores aos teores
de GSSG, sugerindo a resposta antioxidante da GSH.

Ao analisar as comunidades de forma conjunta as concentragdes de MDA foram
superiores naquelas com a infec¢do por HPV e LIEBG. De forma semelhante os teores de
GSSG foram mais elevados nas mulheres com LIEBG e HPV. No entanto, naquelas HPV
positivo foi expressa uma resposta oxidativa, enquanto que as mulheres com LIEBG foi
expresso uma reposta antioxidante.

Destaca-se que a principal limitacdo desse estudo foi o tamanho amostral, o que esta
relacionado a dificuldade de acesso as comunidades ribeirinhas estudadas.

Sendo este o primeiro trabalho em que se investigam respostas do estresse oxidativo
associados a lesbes pré-malignas do cancer de colo de Utero e a infec¢do pelo HPV em
populacdes ribeirinhas da Amazénia, cujos resultados mostraram associacdo significativa
entre respostas oxidativas e a infeccdo pelo HPV, tornam-se relevantes estudos em que se
investiguem os principais fatores que influenciam as repostas do estresse oxidativo nessa

populacéo.
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Apresentagao do Projeto: D

O caAncer do cola Lterino € uma das neoplasias malignas mals camuns entre as mulneres afetando-as em
plena fase reprodutiva e produtiva de suas vidas. Apesar dos elevados ‘ndices de incidéncia e da ata
mortalidade esta neoplasia aprasenta um grande potencizl de prevengdo ¢ cura se desccberto no inicio &
tratado adequadamente. Os mecanismos pelos guais o HPV estimula ou interfere na svolugao para lesao
Invasiva ainda nao esta esclarecido. O napel do estresse oxidativo na relagdo HPV e cancer do colo, mais
recentements vem serdo estudado no sentido de trazer contribuigoes para o contro'a da doenga. A
necessidade de conhecimentos da epidemiologia co carcer & de HPV em diferentics

recides geogréficas, os esclarecimentos sobre a relacdo sntre HPV, estresse oxidativa na patogénese do
cancer cérvico ulerino e a identificacac de fatores interferentes nas acoes do PCCU em cada reygiao do
estudo podem trazer yrandes contribLicoes para melhoria das estratégias de controle desse clncer nesla
regiao. Objetivo: avaliar as agbes de protegao e t&cnicas complementares ao diagnéstico e prognostico das
lesGes préneoplasicas

e da infecggo por HPV yue possam ser aplicadas no PFPCCU. com vista ac fortalecimento das agées em
nivel de atengao primaria e secundaries, 2 consequentemente, melhoria dos indices de moriimortai'dade
por cZncer de cole uterino, em areas geograficas prioritarias, na Amazonia
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brasileira. Matodologia: Trala-se de estudc epidemiologico lipo observacional, fransversal a ser
desenvolvido em diferentes regées do Para (Unidade Basica de Saude -Metrépole, camunidades rurais
incluindo ribeirinhas das regides Suduesle e Nordeste do Para) envalvendo mulheres atendidas pelo
Programa de Controle da Cancer do Colo Uterino, . 0 dasenvalvimento do estudo incluird dadns 30cio-
cemograficos e

clinico-epideminlégicos chtidos da ficha do PCCU preenchida por um membaro ca cquipe treinado. Coleta de
material carvico-vaginal para realizagéo de citolog'a oncética corada p8io Papanicolaou e medicao do
eatrasse oxidativo. Coleta de amostra de sangue para dosagem bioguimica e medicAo do MDA (estresss
oxidativo) e de antioxidantes. Resullados esperados. este projete anresenta um dimensionamento
diferenciade na formacio de

recursos humanos no Estade do Para preparando massa critica que atue em diferentes niveis de atengao a
salde (nivel primario & secundario), que alue am técnicas inovadoras no diagnostico precoce &, com efeito
multiplicador em éreas geograficas de interesse reg onal. considerando a participagdo de diferentes

profissionais qualiticados e em fase de gualificagdo nu projeto.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primara:

Avellar as agfes de prolecas e técnicas complementarcs ao diagndstico € progrostico das lesdes
préneoplasicas e da infecgéc par HPV que possam ser aplicadas no PPCCU, com vista ao fortalecimento
das agdcs em nivel de atengdo primaria e secundarias, e eonsequentemante, melhoria dos indices de morbi-
mortalidace por cancer de ceolo utering, em areas geograficas priorilarias no Estadc do Para.

Objet vo Secundario:

1 Estimar a frequéncia de alteracoes cervicais através do Teste de Schiller. 2. [dentificar as alteragées
citologicas currespondentes ao teste de Schiller negativo (iodo positivo). 3. Verificar a relagéo da infecgao
ozl HPV com outras OSTs,particularmente. sifilis , HIV, gonorréia e tr chamaonriase. 4. Comparar a
prevalénca ce lesbes sugeslivas de HPV através da colpocitologia em mulheres residentes em metropole &
em 4reas

ribeirinhas. 5. Corre acionar a prescnga de alteragdes da reatividade no teste de Schiller com as alteractes
citalogicas compativeis com HPV. 6.

Avaliar a prevaléncia de HPV de alto risco & os fatares de riscos associados nos diferentes grupos
estudados. 7. Verificar a influéncia da exposigdo a

metal pesado (mercdrio) sobre o eslresse oxidativo em mulheres com infecgao pelo HPV clou lesbes
escamosas da cérvice, nos diferentes grupas de estudo. 8. Quantificar o nivel da
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percxicacac lipidica através das concentragées do malondialdeide e correlacionar com a presenga de HPV e
/ ou alteragdes cervicais escamosas (NICs e CaAncer). 9. Quantificar a les&c pxidativa doc DNA através ca
medica co 8-hidraxi-2-deoxiguanosina (BOHdG)

ermn células da cérvice uterina. 10. Estimar as defesas antioxidantes através da determinacao dos niveis ce
glutationa e dz atividade da catalase carrelacionznde com a presenca de HPV e/ou lesBes oré-neoplasicas
e neoplasicas. 11. Identificar os tipes

de HPV envolvidas nas infecgbes alraves de genolipagem do DNA por RT-PCR. 12. Caracierizar

populagdes cslulares homogéneas de células estromais e epiteliais obtidas da cérvice uterina. 13.

Caracterizar os tipos celulares e ava lar pacrdes de ciclo celuler e de esiresse oxidativo,além de enzimas
cegradativas da matriz cxiracelular. 14. Realizar ensaios de co-cullura com as duas populages celulares
estabe ecidas e analisar a

organizacac merfelégica das célu'as em cultura. 15. Caracterizar ¢ cclo celular e estresse oxidativo nas co-
culturas de celulas da cérvice uterna.

16. Avaliar o rendimenta do fluxograma desenvolvido pelo Progrema de Prevencdc do Cancer e Colo
Ulerino nas diferentes unidades de estudo.

17. Prcpor acdes comolementeres para a estratégia de controle do cancer do cclo uterine, de accrde com a
regido das diferentes grupes estudadas.

Avaliagdo dos Riscos ¢ Bencficios:

Riscas fisicos relacionados com a coleta de sangue de veia periférica, coleta de material cérvico-vaginal, os
quais serao minimizados com 2 utilizacdo de materiais descartaveis € procedimentos reaizados por técnicos
experientes -riscos pslcolégicos relaclonados com o sigiio das informagdes, entretantc, a equipe de
pesquisa, em particular, a pescuisadora responsavel pelo projelo garanle a confidencialidade das
informagodes obtidzs e dos resultados alcancados, ternando-cs cispeniveis apenas para os sujeilas da
pesqguisa,

individualmente. ~ as autoridades de satide.

Beneficios:

- Os resultacos deste estudo permitirac compreender os mecanismos relacionados ao eslresse oxidativo
ervolvidos na carcincg&nese co colo uterino assoc ades a Infecgcao pelo HPY; conhecer a prevaléncia dos
lipos oncogénicos de HPV distribuidos em diferentes regides gecgréficas co Pard; corhecer 25 dificuldades
do Programa de Prevencao do Cancer de colo uterino em populagdes tradicionzis da Arnazonia e com isto
trazer

grandas contribuiches para adequagdes do PPCCU no Estado do Para visando a reducZo dos indices de

consequentemenle desenvolver o cancer de colo, grupo etaro que cartamente sara heneficiado

Enderego: Av Generalissimo Dzodoro, 92

Bairro: Jméarza CEP: £6.055-240
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3201-6857 E-mail: ceposel@ufpa or
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NUCLEQ DE MEDICINA

TROPICAL-NMT/ &rad o
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

GianenLagaa do Farecer: 324.524

pelas acdes preventivas considerando que as lesdes pre-cancerosas se desenvolvem 2 a 5 anos do
diagndst co de um cAncer invasivo. Tamanhe da Amestra no Brasil: 1.317 morbidade 2 morlalidade pelo

caAncer de colo ulerino.

Comentarios e Gonsideragtes sobre a Pesquisa:

Estude de szdde publica de grande importanciz para nossa rsgiac que apresenta altos indices de Cancer de
Colo de dtero. Com isso, sera possivel avaliar os verdadeiros riscas do dessnvolvimentos de CA utering,
melhorando as agdes preventvas especificas.

Consideracées sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Tados og termos de2 apresentagdo obrigatoria exigidos foram apresentados.

Ag pendéncias apontadas no relatorio antericr cm relacéic ao TCLE, a retirada de termos cientificos, adicao
an TCLE endereco dos pesqguisacores responsavels e do CEP, e a

area de assinztura do participante inserido no texta ¢o TCLE, foram atendidas.

Recomendacdss:

Sem recomendagac.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequag¢des:

aprovado.

Situagdo do Parecer:

Apmvaidn

Necesslta Apreclacdo da CONEP:

Néo

Consideragbes Finais a critério do CEP:

BELEM, 16 de Julhe de 2013

Assinador por:
ANDERSON RAIOL RODRIGUES

(Coordenador)
Enderego: Av. Cenerallasima Deadars, G2
Bairro: Umarizal CEP: F¢.06R-740
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: [21;3201-6557 E-mail: cephal(ziutpa or
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APENDICE B

Projeto: Estratégias para o Monitoramento e Controle do Cancer Cérvico — Uterino em Diferentes
Regides Geograficas do Estado do Para.

PPSUS/2012

FORMULARIO SOCIODEMOGRAFICO

N° /2015 Comunidade:
1. Nome:
2. ldade: 3. Sexo: ( ) Masculino () Feminino

4. Residéncia atual:
5. T. Residéncia/ano:
6. Raca/Cor: ( )Branca ( )Preta ( )Parda ( )Amarela ( ) Indigena

7. Escolaridade: () Sem escolaridade

( ) Ens. Fundamental Incompleto ( )Ens. Médio Completo
( ) Ens. Fundamental Completo ( )Ens. Superior Incompleto
( ) Ens. Médio Incompleto ( )Ens. Superior Completo

8. Estado Civil: () Casada ( ) Solteira () Unido Estavel () Separada ( ) Vilva

9. Ocupagcéo atual/anterior:

10. Renda mensal:
( ) Sem renda ( ) 3 -5 salarios
( ) Menos de 1 salario minimo ( ) 5 — 7 salarios

( ) 1 —3 salarios ( ) Acima de 7 salarios



