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1 INTRODUCAO

Embora necessaria para o desenvolvimento do cancer do colo do utero, a infecgao genital
pelo Papilomavirus Humano (HPV), ndo ¢ suficiente para levar ao desenvolvimento do tumor.
O estresse oxidativo parece ter relagdo com a carcinogénese cervical atuando como um cofator
deste processo, por estimular a integragao do HPV ao genoma da célula e induzir desregulacdo
de oncogenes virais durante a progressao do carcinoma cervical. Porém, esta relagdo ainda ¢
pouco investigada (GONCALVES etal., 2005; CARRERO etal., 2009; SENEPATI, SENEPATI,
DWUBEDI, 2016).

Atualmente, o exame de Papanicolaou ¢ o método utilizado para o rastreamento do
cancer de colo de utero, pois possibilita a identificagdo de lesdes precursoras, além de sua
facil execugdo, baixo custo e aceitacdo pela populagdo feminina (BRASIL, 2016). No entanto,
¢ preciso avaliar outros fatores ligados ao desenvolvimento da neoplasia cervical, como os
marcadores de estresse oxidativo. No entanto, a literatura ainda ¢ escassa quanto ao uso de
técnicas que avaliam o perfil oxidativo em amostras obtidas no exame de Papanicolaou.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi descrever a adaptagdo de protocolos de técnicas
para determinacao de marcadores oxidativos em células do colo do tutero, sendo eles: Formacao
de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico (TBARS), Proteinas Carboniladas (PCs),
Glutationa Reduzida (GSH), Glutationa-S-Transferase (GST) e Catalase (CAT).

2 MATERIAIS E METODOS

Como estudo piloto, foram utilizadas trés amostras de células do colo do utero para
realizagdo e adaptacao dos testes para determinagdo de marcadores oxidativos. Estas amostras
foram obtidas de mulheres que realizaram o exame de Papanicolaou em Servigos de Satude do
de um municipio do Rio Grande do Sul. Este estudo possui aprovagdo pelo Comité de Etica

da Universidade de Cruz Alta parecer n° 2.790.225. As amostras cervicais foram coletadas
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utilizando-se escova endocervical, armazenadas em tubo falcon contendo 3mL de Tampao de
Fosfato de Potassio (TFK) pH 6,5 e transportadas sob refrigeragdo para o Laboratorio In vitro
da Unicruz,

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A maioria dos biomarcadores do cancer do colo do utero, exceto o teste molecular do
HPV, ndo sdo realizados em amostras coletadas durante o exame de Papanicolaou, isto facilitaria
0 uso na rotina de rastreamento. Alguns estudos relacionaram o estresse oxidativo e o cancer
cervical, porém, utilizando amostras sanguineas ¢ ndo amostras citologicas cérvico-vaginais
(BORGES etal., 2016; MALDONADO, 2008). Em nosso estudo, avaliamos a reprodutibilidade
de técnicas ja descritas na literatura, utilizadas originalmente para avaliar marcadores de estresse
oxidativo em plasma, eritrocitos e tecidos, para determinacdo destes marcadores em células

obtidas no exame Papanicolaou (Quadro 1).

Quadro 1. Descricdo dos protocolos e adaptacdes de TBARS, PCs, GSH, GST e CAT

Técnica

Referéncia | Adaptagdes realizadas Protocolo Final
Protocolo
Original

Quantidade de amostrae | g o binetados em tubo 400uL de amostra, 100uL de TCA 10%

TBARS de reagentes. e 500pL de TBA 0,67%, os quais foram incubados em banho-maria
(100°C) por 15 minutos e apds centrifugados por 15 minutos. A
leitura foi realizada em 535nm. Os resultados foram expressos em
nmol/mg proteina. Os niveis proteinas totais foram determinados
por meio de espectrofotometro NanoDrop® 2000 Thermo
Scientific.

BUEGE: Remocao do descarte de
AUST. > | precipitado.

B Determinagdo de

proteinas.

150pL de amostra foram diluidos em 1.350puL. de HEPES (20mM
pH 7,2). Em outro tubo, foram pipetados 750uL da diluicéo inicial
e 750pL de agua destilada. Com esta segunda diluigdo foi realizada
a dosagem das proteinas carboniladas, cada amostra possuia um
branco. Inicialmente, foram pipetados 500uL da diluigdo e 250uL
de TCA 10% no teste e da mesma forma no branco, o material
foi centrifugado por 5 minutos a 3.000 rpm e o sobrenadante
desprezado. Em seguida, foram pipetados 250uL de HCI 2M no
PCs branco e 250uL de 2,4 DNPH 10Mm no teste e realizada incubacao,
Dilui¢do da amostra. no escuro por 30 minutos, agitando por 20 segundos no voértex a
LEVINE, cada 5 minutos. Apés essa etapa, foram pipetados 250uL de TCA
1990 Determinagdo de 10% no branco e no teste e mais 250uL de 2,4 DNPH 10Mm no
proteinas. teste. Novamente o material foi centrifugado por 5 minutos a 3.000
rpm e o sobrenadante desprezado. O precipitado foi lavado duas
vezes com 500uL de etanol, para entdo adicionar 1.500uL de SDS
a 3% no branco e no teste e incuba-los em banho-maria a 37°C por
10 minutos. As leituras foram realizadas em espectrofotometro
visivel em 370 nm, foram utilizados 1.500pL de SDS 3% para zerar
o aparelho. Os resultados foram expressos por nmol de proteina
carbonilada/mg de proteina total.
Os niveis proteinas totais foram determinados por meio de
espectrofotometro NanoDrop® 2000 Thermo Scientific.
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50uL de amostra e 750uL de tampdo fosfato de potassio (1M pH
GSH 7,4), esse material foi transferido para a cubeta e S50uL de DTNB
10mM foram adicionados, agitando e lendo imediatamente em
ELLMAN, 412nm. Foram utilizados 850uL de TFK (1M pH ,4), 100uL de
1959 agua destilada e 50uL de DTNB 10mM para o branco. Os resultados
foram expressos em umol GSH/mL.

Quantidade de amostra.

GST 2,5mL de TFK pH 6.5, 300puL. de GSH e 100uL de amostra, esse
material foi transferido para a cubeta e homogeneizado para zerar
o aparelho. Em seguida, foram adicionados 150uL de CDNB,
homogeneizado e iniciada a leitura em 340nm, em intervalos de 10

Il;lﬁ]lggégf}’ Quantidade de amostra.

JAKOBY, em 10 segundos. Os resultados foram expressos por pmol GS-DNB/
1974 min/mg proteina
CAT 2mL de tampao fosfato de potassio e 20uL de amostra, esse material
— | Quantidade de amostra. foi homogeneizado e com ele zerou-se o espectrofotdmetro. Apos,
NELSON: o 50ul de solugﬁo de Hgoz, preparadq na hora, foram adicionados na
KIES OV’ Determinagdo de cubeta e a leitura realizada, por 1 minuto de 10 em 10 segundos em
1972 > | proteinas. 240nm. A atividade da CAT foi calculada e expressa em nmol/mg

ptn/min.

Fonte: autores (2019).

A realizacdo da curva padrao (Quadro 2) possibilitou o calculo do Fator de Correcao
do Malonil-Dialdeido (FCM), o qual obteve o valor de 4,008, o ideal ¢ que este esteja entre os
valores de 3 e 6, portanto obteve um valor adequado (BUEGE; AUST, 1978). Além disso o R?
encontrado foi 0,9448 (Figura 1), indicando que o modelo esta ajustado a amostra, pois o R? é
uma medida de ajustamento de um modelo estatistico linear generalizado em relacao aos valores
observados (LOESCH; HOELTGEBAUM, 2017). Em relagao a GSH, o Fator de Calibragao
(FC) encontrado foi 0,08625, sendo que os FC aceitos ficam entre 0,08 ¢ 0,15 (ELLMAN,
1959), e o R? foi 0,9534.

Quadro 2. Curva Padrdo TBARS e GSH

Curva Padriao TBARS Curva Padriao GSH
Concentragao Absorbancia Concentragao Absorbancia
25 ul 0,181 10 pl 0,116
50 pl 0,389 25 ul 0,477
100 pul 0,847 50 pl 0,607
200 pul 1,613 100 pl 0,797
400 pl 2,5 10 pl 0,116

Figura 1. Curva Padrdo TBARS e GSH
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As técnicas foram reprodutiveis para avaliar os marcadores TBARS, PCs, GSH, GST e

CAT em células do colo do utero obtidas pelo exame de Papanicolaou.
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