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RESUMO

A Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR) é unmaima que atua no metabolismo do folato e
polimorfismos em seu gene vém sendo associadosadeira controversa ao desenvolvimento do
cancer cervical. Esta neoplasia, causada princgrahkn pela infeccdo persistente pelo
Papilomavirus Humano (HPV), possui altas taxas mwabéncia e mortalidade na populacao
feminina. Neste trabalho, a pesquisa de HPV nass@asohistoldgicas foi realizada por Imuno-
histoquimica e Reacdo em Cadeia da Polimerase (P@R)os iniciadores SPF e GP5+/GP6+. O
polimorfismo C677T no gene da enzima MTHFR foi @#mlo por PCR seguida de digestao
enzimatica (RFLP) utilizando eletroforese em gel atgarose, em gel de poliacrilamida e
eletroforese capilar. Apdés a definicdo da metodalogais adequada para a deteccdo viral e a
avaliacao desse polimorfismo no material parafinadanalises foram realizadas em 240 amostras,
sendo 120 do grupo controle e 120 casos. A frega@us genotipos da MTHFR na amostragem
foi de 64% CC, 31% CT e 5% TT. Associagao estaisiente significativa foi encontrada entre o
polimorfismo C677T da MTHFR e a presenca de lesid®epiteliais cervicais/carcinoma
epidermoide invasor, sendo que o alelo T foi okms#wvem 33,1% do grupo controle e em apenas
21,6% dos casos (p=0,023). A avaliacdo de ri€mé ratio— OR) sugeriu que a presenca do alelo
polimérfico pode agir com um fator de protecdo dasdbes cervicais (OR: 0,557; 1C95% 0,355-
0,925; p=0,024). Resultados similares foram enadons no grupo com faixa etaria superior a 30
anos. Por outro lado, ndo foi observada associag@aisticamente significativa entre a infecgao
viral e o polimorfismo C677T da MTHFR. Assim, poske-concluir que mulheres com o
polimorfismo C677T no gene da MTHFR possuem umorisenor de apresentarem lesdes pré-

neoplasicas e neoplasicas da cérvice uterina.
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ABSTRACT

The Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHFRansenzyme that acts in folate metabolism
and gene polymorphisms have been associated inntrogersial way to the development of
cervical cancer. This neoplasia, mainly caused dngiptent infection by Human Papillomavirus
(HPV), has high prevalence and mortality ratedanfemale population. In this work, the detection
of HPV in histological samples was performed by lamohistochemistry and PCR with primers
SPF and GP5+/GP6+. The C677T polymorphism in thédWH gene was analyzed by PCR/RFLP
using electrophoresis in agarose gel, polyacrylanggl and capillary electrophoresis. After
defining the most appropriate methodology for vdatection and evaluation of this polymorphism
in paraffin material, the analyses were performeith ®40 samples, 120 in the control group and
120 cases. The frequency of MTHFR genotypes irséimeple was 64% CC, 31% CT and 5% TT.
Statistically significant association was foundvien MTHFR polymorphism and the presence of
cervical intraepithelial lesions/invasive squamoah carcinoma, and the T allele was observed in
33.1% of the control group and only 21.6% of cdpes0.023). Risk assessment (Odds Ratio - OR)
suggested that the presence of polymorphic alledg act with a protective factor for cervical
lesions (OR: 0,557; IC95% 0,355-0,925; p=0,024mikir results were observed in the group over
30 years old. However, there was no statisticafipiBcant association between viral infection and
the C677T MTHFR polymorphism. Thus, it can be caded that women with the MTHFR C677T

polymorphism have a lower risk of developing nesfitaand preneoplastic lesions of the uterine
cervix.
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1) INTRODUCAO

O céancer cervical ou do colo do utero € o quapto tie neoplasia mais comum na populacao
feminina mundial, com 529 mil novos casos e 275 moktes a cada ano (JEMAdt al, 2011;
IARC, 2012). A maioria dos casos ocorre em paiseslesenvolvidos, onde o cancer no colo
uterino € o mais comum entre as mulheres. Por dadicm menores taxas de incidéncia deste tipo
de tumor ocorrem em paises desenvolvidos, em queogsamas de prevenc¢do, rastreamento e
tratamento estdo bem estabelecidos (IARC, 2012)B#dsil, o cancer cervical é o terceiro tipo de
tumor que mais frequentemente acomete a populagdimiha, fazendo anualmente mais de 5.000
vitimas fatais (INCA, 2013; 2014).

A infeccdo persistente pelo Papilomavirus HumanB\{Hde alto risco oncogénico é a
principal causa da neoplasia cervical, sendo qué¥®%estes tumores estdo associadas ao virus
(ZUR HAUSEN, 2002).

Entretanto, apenas 10% das mulheres que adquinefacgéo pelo HPV desenvolvem lesdes
pré-neoplasicas e menos que 1% destas alterac@egidem levando ao tumor cervical
(SASAGAWA, TAKAGI, MAKINODA, 2012; SCHIFFMAN, WENTZNSEN, 2013).

Desta forma, esta bem estabelecido que, além decéd por HPV, € necessaria a presenca
de outros fatores para o desenvolvimento do caneerical. Atualmente, sdo conhecidos e
estudados varios cofatores genéticos, epigenégcambientais (CASTELLSAGUE, MUNOZ,
2003; SZALMAS, KONYA, 2009; FANG, ZHANG, JIN, 2014)

Em relacdo aos fatores genéticos, destaca-seimgrfismo C677T no gene da enzima
Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR), uma @lproteina que atua no metabolismo do
folato, importante na replicacdo celular e na esgiie génica (DONALDSON, KERESZTESY,
1962; FOX, STOVER, 2008). Este polimorfismo foi ntiicado por Frosst e colaboradores em
1995 e consiste na troca de citosina (C) por tinfijano codon 222, resultando na reducao da
atividade enzimética da MTHFR.

Dentre as variantes genéticas da enzima MTHFR, lompdismo C677T é o mais
comumente encontrado na populacdo, sendo que @éfreiq do genotipo polimorfico TT pode
variar de acordo com a etnia (FROSS8Tal, 1995; TRIMMER, 2013). Na populacdo norte-
americana, a frequéncia do alelo polimorfico é pl@dmadamente 35%, enquanto as populagdes
asiatica e caucasiana apresentam taxas de 12% ad%8dividuos TT e maiores que 50% para
CT. Por outro lado, a incidéncia do gendtipo poliieé é baixa entre americanos afrodescendentes
(KIM, 2009).

O polimorfismo C677T no gene da MTHFR vem sendo@ado a varias patologias, como
doencas cardiovasculares, ma formacdo do tubo Inedesordens psiquiatricas e cancer

12
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(TRIMMER, 2013). Em relacdo as neoplasias, a pigzseo alelo polimorfico é considerada um
fator de protecdo para o cancer colorretal, leuadmioide aguda em adultos, algumas leucemias
em criangas e linfomas. Todavia, o polimorfismo Cb¥em sendo apontado como um fator de
risco para o desenvolvimento do cancer de mameagneditio, eséfago, estbmago, pancreas e
bexiga (UELAND et al, 2001; KIM, 2005). Em relacdo ao céncer cervigalios estudos vém
sendo realizados na tentativa de elucidar sua iag&occom o polimorfismo da MTHFR, mas os
resultados ainda sao controversos e inconclushosIG et al, 2012; MElet al, 2012; WUet al,
2013).

13



Revisdo da Literatura SILVA, N. N. T.

2) OBJETIVOS

2.1) GERAL

- Avaliar o polimorfismo C677T no gene da enzima fambtetrahidrofolato redutase
(MTHFR) correlacionando-o a infeccdo por HPV e avgtade das lesdes cervicais preé-

neoplasicas e neoplasicas.

2.2) ESPECIFICOS

- Determinar a frequéncia do polimorfismo C677T noeggda MTHFR e sua associacdo com
a infeccdo pelo HPV e o cancer cervical em amosgasulheres brasileiras e comparar os
dados obtidos com outras regides do pais e tambnoatras etnias;

- Analisar a distribuicdo dos genotipos do polimonisC677T da MTHFR no grupo controle
(auséncia de lesdo pré-neoplasica) e nos casdegl@draepiteliais de baixo grau, de alto
grau e carcinoma epidermoide invasor);

- Comparar a analise do gendtipo da MTHFR em amoBisasodgicas parafinadas utilizando
diferentes metodologias: eletroforese em gel deogga em gel de poliacrilamida e
eletroforese capilar;

- Avaliar a infeccdo por HPV em amostras histologipagfinadas por duas metodologias:
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e imuno-histocp (IHQ), comparando os
resultados.

14



Revisdo da Literatura SILVA, N. N. T.

3) REVISAO DA LITERATURA

O céancer cevical, cuja principal causa é a infecgérsistente pelo HPV de alto risco
oncogénico, é o quarto tipo de neoplasia mais &etguna populacdo feminina mundial e o terceiro
entre as mulheres de todo o Brasil e no estadoidashMGerais (IARC, 2012; INCA, 2013).

A frequéncia média global da infeccdo pelo HPV emheres com citologia normal € de
11% a 12%, sendo que as maiores taxas séo obsenaddrica Subsaariana (24%), leste europeu
(21%) e América Latina (16%) (BOSCét al, 2013). No Brasil, a prevaléncia da infec¢éo viral
varia de 10,4% a 20,5% de acordo com a regido.udeste do pais, a frequéncia (10,4% a 17%)
esta proxima aquela encontrada em média na Améaitza (AYRES, SILVA, 2010).

Maiores taxas de prevaléncia da infeccao pelo Hi*ahf observadas em mulheres com idade
inferior a 25 anos, diminuindo com o aumento dagfataria em algumas populacdes. No entanto,
em alguns casos, verificou-se um pico secundariofdacdo viral, antecedendo a menopausa e no
inicio desta fase. Por outro lado, alguns estudostnaram que a prevaléncia do HPV entre as
mulheres independe da faixa etaria (BOS&Hdl, 2013).

3.1) HPV E CANCER CERVICAL

O HPV é um virus pertencente a familia Papillomda& juntamente com outros
papilomavirus (PV) que infectam o epitélio de bosgi{BPV), equinos (EcPV), coelhos (ROPV),
caes (COPV), felinos (FdPV), ovinos (OVvPV), papagdPePV), dentre outros. Mais de 200 tipos
de PVs com sequéncia do DNA distinta ja foram diesce agrupados em dezesseis géneros, sendo
gque os HPVs pertencem aos géneros Alpha-papiloogviBeta-papilomavirus, Gamma-
papilomavirus, Mu-papilomavirus e Nu-papilomavirdste agrupamento filogenético em alguns
casos reflete semelhancas bioldgicas entre os Betanto, isto ndo ocorre na maioria das vezes
e varios tipos e espécies de um mesmo género pagessentar caracteristicas completamente
diferentes e ainda assim pertencerem a um mesnesay@dE VILLIERSet al, 2004; BERNARD
et al, 2010)

Os HPVs podem ser cutaneos ou mucosos. Os cut&@@ogpidermotrépicos, infectam
principalmente a pele de maos/pés e formam verr@adPV mucoso infecta o revestimento da
boca, garganta, trato respiratério ou epitélio anidgl e manifesta-se através de condilomas planos
e acuminados (MUNGER, HOWLEY, 2002; BURD, 2003; ICE&t al, 2011).
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Ja foram identificados mais de 160 tipos de HP¥dsegue sabidamente 40 deles infectam a
regido anogenital (DE VILLIER®t al, 2004; FORSLUND, 2007; DE VILLIERS, GUNST, 2009;
BERNARD et al, 2010; BURK, HARARI, CHEN, 2013).

3.1.1) Estrutura do HPV

O HPV é um virus ndo envelopado com aproximadam®&bhm de diametro (HUMANS,
1995; BURD, 2003). Seu genoma (Figura 1), uma nutdécom DNA circular de fita dupla, com
aproximadamente 8000pb, é dividido em uma regidcattrole (LCR) e oito faixas de leitura
(ORF) —E1, E2, E4, E5, E6, E7, LAL2. Os genes expressos no inicio da infeccéo, fasmpe,
sdo denominados Ee@rly” ) e aqueles expressos na fase mais tardia da &fesdp denominados
L (“late” ) (ZUR HAUSEN, 2002).

Oncoproteinas

— ORF

Figura 1: Genoma do HPV. LCR:ong Control Regior{Regido de controle); ORI penReading FramgFaixa de
leitura). Fonte: D'ABRAMO, ARCHAMBAULT, 2011 (moddada).

Os gene< codificam proteinas nédo estruturais que regulamphlcacdo e a transcricdo do
material genético viral, alterando o cresciments délulas epiteliais infectadas e, para alguns
gendtipos de HPV, induzindo a instabilidade geaéiestas células ( DOORBAR al, 2012).

As proteinas E1 e E2 sdo responsaveis pela reftidacial nas células basais e pela sintese
do DNA viral epissomal (FRAZER, 2004; DOORBA®Ral, 2012).

A funcdo da proteina E4 esta associada a ampéificailp DNA viral e a modulacdo das
alteracdes estruturais observadas nas célulagadéesc por HPV, os coilocitos. E4 também pode
estar ligada a liberagdo de novas particulas veass infectividade das mesmas nas camadas
superiores do epitélio cervical (STOLER, 2003; D@AR et al, 2012)
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E5 parece ser importante no curso inicial da iriecgo impedir a apoptose apdés danos ao
DNA da célula hospedeira (DIMAIO, MATTOON, 2001)Ién disso, ao interagir com o receptor
do fator de crescimento epidermal (EGFR), E5 colalpara a proliferacéo celular (PEDROZA-
SAAVEDRA et al, 2010). Também age na regulacdo da expressao alasulas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) de clasdes Il, inibindo-as em células infectadas
(ZHANG et al, 2003; MARCHETTI et al, 2009). No entanto, quando lesdes HPV positivas
progridem para o cancer cervical, o DNA viral epimal geralmente se integra ao material genético
da célula hospedeira, levando a delecad8eo que significa que este gene nao codifica uma
proteina obrigatoria em eventos tardios da carénege mediada pelo HPV (FRAZER, 2004).

As oncoproteinas E6 e E7 possuem papel ainda inoes células da camada basal do
epitélio. Entretanto, modulam o processo de transiQdo maligna do tecido infectado, sendo
responsaveis pelo inicio da neoplasia cervicale $ea progressao. Inibem a acdo das proteinas do
hospedeiro que regulam o crescimento celular ezemua instabilidade genémica (MUNGER E
HOWLEY, 2002; MOODY, LAIMINS, 2010; DOORBARt al, 2012).

Por outro lado, os genes tardiadl (e L2) codificam proteinas estruturais que compdem o
capsideo viral. L1 é a proteina principal, arraajan pentameros, formando um capsideo
icosaédrico. Um numero variavel de moléculas de m2nos que uma por pentamero, esta
localizada na porcao mais interna do capsideo (FER2004).

Entre os genekl e E6, encontra-se uma regidao de controle denominada (Figrira 1),
contendo de 500pb a 1000pb. Esta regido esta edaata expressdo génica e na replicacao viral.

Geralmente, a LCR nédo € muito conservada entripas de HPV (LETCet al, 2011).

3.1.2) Tipos virais

Alguns tipos de HPV foram classificados epidengaamente de acordo com o0 risco
oncogénico (Tabela 1). Foram considerados HPVslteriaco aqueles associados ao cancer
cervical, e de provavel alto risco os tipos vimgeontrados com menor frequéncia em neoplasias
no colo uterino. J4 os tipos de baixo risco forasim classificados por terem sido detectados em
condilomas vulvo-genitais, lesbes benignas. Osstipd, 57 e 83 foram considerados de risco
indeterminado por n&o terem sido encontrados erhumea amostra cervical avaliada (MUN®@EZ
al., 2003; MUNOZet al, 2006; BOUVARDet al, 2009).

17



Revisdo da Literatura SILVA, N. N. T.

TABELA 1: Classificagao dos tipos de HPV de acordo comom isicogénico

Risco oncogénico Tipos de HPV
Alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 5%, 59
Provavel alto risco 26, 53, 66, 68, 73, 82
Baixo risco 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,812,e CP6108

Fonte: MUNOZet al, 2003; MUNOZet al, 2006; BOUVARDet al., 2009.

3.1.3) Desenvolvimento do céncer cervical

A transmissdo do HPV normalmente ocorre atravésoatato direto pele-pele, pele-mucosa
OU mucosa-mucosa, sendo necessaria uma microalmaséoido para que este possa ser infectado
pelo virus. A forma mais comum de transmissdoavés de relacdes sexuais, durante a penetracao,
embora o0 contato genital na auséncia da mesma mapbgsa levar a contaminacao (GAVILLON
et al, 2010; MOSCICKIet al, 2012). Além disso, a detec¢do do HPV em criaegas mulheres
virgens sugere a existéncia de transmissdo naocalsexie pode ocorrer por via vertical ou
horizontal, ou por autoinoculagdo (SYRJANEN, PURANE2000; CASON, MANT, 2005;
CASTELLSAGUEget al, 2009; SYRJANEN, 2010; FREITA& al, 2013).

O desenvolvimento da neoplasia cervical se da dasinte através de quatro estagios:
infeccdo por HPV de alto risco oncogénico, persi@te da infecgdo viral, desenvolvimento de
lesbes pré-cancerosas e estabelecimento do canmoasivio (FRAZER, LEGGATT,
MATTAROLLO, 2011; SCHIFFMAN, WENTZENSEN, 2013).

Embora todo o epitélio anogenital possa ser inflecfgelo HPV, a zona de transformacao do
colo uterino, uma area composta por tecido metapl&tuada entre o epitélio escamoso vaginal e
o tecido glandular do canal endocervical, é espuaeide susceptivel a carcinogénese
(SCHIFFMAN, WENTZENSEN, 2013).

O HPV se reproduz no epitélio escamoso estratificatilizando a diferenciacdo do tecido
para regular a sua replicacdo. Por isso, a infecgdoer a disponibilidade de epiderme ou de
células epiteliais da mucosa que ainda sdo capkzesoliferar, além da interacdo do virus com
proteoglicanas na superficie celular (GIROGL@U al, 2001). As células da camada basal
infectadas pelo virus se dividem e a infeccdo spgga lateralmente (Figura 2). Algumas das
células descendentes migram para a camada de scélupmabasais, onde 0s genes virais sao
ativados. A expressdo dos genes ndo estruturaigirde E) atrasa a diferenciagdo celular e
promove a replicacdo das células infectadas, peduoita amplificacdo do material genético do

virus. Apoés a expressao dos genes estruturgiga(nas células epiteliais maduras, o genoméa &ira
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empacotado e virions maduros sdo entdo liberadodengo infectar outras células (ZUR
HAUSEN, 2002; FRAZER, LEGGATT, MATTAROLLO, 2011; DORBAR et al, 2012).

Para a maioria dos tipos de HPV, as infec¢cOesteasliem pouca ou nenhuma patologia local
e auséncia de resposta imunologica adaptativa méamdundo se notando a soroconversao em mais
de 40% das mulheres infectadas pelo virus. A npade das infeccdes se resolve em 1 a 2 anos.
Entretanto, ainda ndo se sabe como a resposta @symeteinas virais leva a resolucao da infeccao
e se esta corresponde a eliminacdo do DNA do wius um estado de laténcia com supresséo da
transcricao viral (INSINGAet al, 2010; FRAZER, LEGGATT, MATTAROLLO, 2011).

Além da resposta imunoldgica, outros fatores maduta curso da infeccdo viral: (a) o
momento da infecc¢ao; (b) o tipo viral infectantendo que os de alto risco oncogénico tendem a
uma infeccdo mais persistente; (c) a faixa etargqmanto maior, mais chance de persisténcia da
infeccdo e (d) o estado nutricional (SCHLECEI(Tal, 2003; SEDJCet al, 2003; CASTLEet al,
2005).
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Figura 2: Mecanismo de infec¢@o por HPV. Células da camadal lzam o nicleo em vermelho representam aquelas
primariamente infectadas pelo virus, cuja progeegséepresentada acima de acordo com a expressagedes virais
E (“Early” ) e L (‘Late” ). Fonte: DOORBAR, 2006 (modificado).

A integracdo do genoma viral ao DNA do hospedeirovgvelmente € um dos passos
decisivos para a oncogénese. Ela ocorre prefeteraite em regides transcricionalmente ativas,
préximo a locais do DNA que se encontram fragilasade € observada na maioria dos canceres
invasivos (PETERet al, 2010). Também em algumas lesGes de baixo grauneaioria das lesdes
de alto grau, o genoma do HPV é integrado aos gsomos (BURD, 2003; DE VILLIERS! al,
2004). Entretanto, ja foram encontradas célulagaas tumorais apenas com o DNA do HPV néo
integrado (epissomal) (DOORBAR al, 2012).
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Quando o DNA viral se integra ao genoma do hospedes gene&4/E5 e parte dos genes
E2 elL2 séo excluidos. Com a interrupcao do geBeocorre a super-expressaoktee E7, devido
a perda da repressdo da transcricdo destes gewdésdeng@or E2 (BERNARD, 2002; FRAZER,
2004; DOORBARet al, 2012).

A oncoproteina E6 interage com p53 e com a protpidaapoptdtica BAK, levando a
degradacdo de ambas, o que resulta em resisténajpoptose e aumento da instabilidade
cromossémica (Figura 3). Além disso, E6 promovetigagdo da telomerase e da familia das
guinases SRC, estimulando a proliferacéo celulgrl® (INK4A), um inibidor de quinases ciclina-
dependentes (cdk), pode neutralizar as acdes teimpad6 (BOULETet al, 2007).

Por outro lado, E7 interage e degrada a proteinatdwmblastoma (pRB), liberando o fator de
transcricdo E2F, responsavel pela expressdo géaidase S do ciclo celular e pela regulacéo de
pl6 (Figura 3). A atividade elevada de E2F podarl@vmorte celular em células que expressam E7
e a super-expressao de pl16. Além disso, E7 estenexpressao dos genes das ciclinas A/E na fase
S e parece bloquear a funcdo de p21 e p27 (indgsddas cdk), levando a um aumento na
proliferacdo. E7 também induz a amplificacdo dostré@los, o que acarreta aneuploidias nas
células onde é expresso, contribuindo ainda maia patumorigénese (BOULE®t al, 2007;

DUENSING et al, 2007).
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Figura 3: Agbes das oncoproteinas E6 e E7 na imortalizagiiitace+: ativagao. - : inibicdo. Fonte: BOULEET al,
2007 (modificado).
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Embora E6 e E7 possam imortalizar as células husndedorma independente, isso ocorre
com eficiéncia reduzida. Quando agem simultaneamenéd um aumento significativo na
transformacéo da atividade celular, o que parecdesado a um efeito complementar e sinérgico.
E6 impede a morte celular induzida pelos altosisigte E2F gerados pela acdo E7, ao degradar as
proteinas p53 e BAK. E7, por sua vez, inibe a @ddige da pl6, responsavel pela inibicdo de E6
(Figura 3). Desta maneira, a acdo combinada de E® sobre os reguladores do ciclo celular,
principalmente da fase S, mantém a célula aptarepdiear de maneira descontrolada. Assim, a
infeccdo viral persistente leva a diminuicdo dapapge, ao aumento da proliferacdo celular, a
imortalizacdo celular e, consequentemente, ao cidB&ENSING E MUNGER, 2004; BOULET
et al, 2007; MOODY, LAIMINSs, 2010).

3.1.4) Cofatores genéticos e o cancer cervical

A progresséo da infeccao viral a neoplasia cerdepende ndo so6 da infec¢ao persistente por
HPV de alto risco, como também de outros fatoreBKAGAWA, SCHIRMER, BARBIERI,
2010). Estes podem exercer um importante papel tenpersisténcia da infeccéo pelo HPV quanto
na transformacdo maligna do tecido cervical, estdighdos ao surgimento de lesbes no colo
uterino e & progressdo ou ndo destas ao cancet(RERG et al, 2000; DE SANJOSIet al,
2007).

Como cofatores ambientais pode-se citar o tabagigxgosicdo a fumaca proveniente da
gueima de madeira, uso prolongado de contraceptivass, multiparidade, inicio precoce da
atividade sexual, multiplos parceiros, outras igbes sexualmente transmissiveGlafmydia
trachomatis,HIV, HSV) e fatores nutricionais, como baixos figvde folato (CASTELLSAGUE,
MUNOZ, 2003).

Em relacdo aos cofatores intrinsecos ao hospe@édm, da resposta imunolégica e do estado
hormonal, h& evidéncias da associacédo de fatoregiges com a carcinogénese cervical, uma vez
gue estudos demonstraram hereditariedade no dégiemmoto desta neoplasia (MAGNUSSON,
LICHTENSTEIN, GYLLENSTEN, 2000; VINKet al, 2011).

Os polimorfismos de base Unica (SNPs) sdo as @msagenéticas que ocorrem com maior
frequéncia, ja tendo sido identificados 38 milh@egue corresponde a 95% de todas as alteragdes
observadas no genoma humano (ALTSHUL&Ral, 2010; ABECASISet al, 2012). Por isso, 0s
SNPs tém sido alvo de diversos estudos na assoc@@ o desenvolvimento de neoplasias,
inclusive com o cancer cervical (SAVAS E LIU, 20BAG, JYALA, BAG, 2012; SAVAS, LIU,
XU, 2013).
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Dentre os genes que codificam proteinas que atwanmegulacdo do ciclo celular, pode-se
citar o TP53 gene supressor tumoral responsavel por codificaroteina p53. Sugere-se que a
auséncia do polimorfismo no cédon 72 deste gene,cqusiste na substituicdo de um residuo de
arginina por prolina, leva a maior susceptibilidagdedegradacao de p53 pela oncoproteina E6 do
HPV (STOREYet al, 1998). O polimorfismo no gerigp53 se associa de maneira controversa ao
cancer cervical, variando de acordo com a etni& (&Eal, 2004; MITRAet al, 2005). Resultados
inconclusivos também foram encontrados na assacidgdolimorfismo no gen&/AF1/p21 que
codifica a proteina p21 (LEEt al, 2004; SANTOSet al, 2006), e a associacdo do polimorfismo
nos genes que codificam Fas e seu ligante @Adl, 2005; CHATTERJEEet al, 2009). Sun e
colaboradores (2007) constataram risco reduzidodelenvolvimento do cancer cervical na
presenca do polimorfismo do geBASP8 responsavel por codificar a caspase 8, protairaatya
na morte celular por apoptose.

Polimorfismos nos gendSRCC2/XPDe XPC, e no genéAPE] cujos produtos atuam no
reparo do DNA por excisdo de nucleotideos e posagale bases, respectivamente, também foram
associados ao cancer cervical (SHEKARIal, 2008a; GANGWARet al, 2010). O mesmo foi
observado para genes que codificam citocinas, ca@méator de necrose tumoral (TNF)
(STANCZUK et al, 2003) e a interleucina-10 (SZOK& al, 2004), bem como para seus
receptores (SINGHet al, 2009), além de outros componentes do sistemadidgico, como o
antigeno leucocitario humano (HLA) (TRIMBLE al, 2005) e ogool like receptors TLRS)
(PANDEY et al, 2009).

SNPs nos genes que codificam enzimas que atuamclodo folato também tém sido
relacionados ao cancer cervical, principalmentelonrfismo C677T no gene da MTHFR (KIM,
2009; TOMITAet al, 2013).

3.2) POLIMORFISMO C677T NO GENE DA ENZIMA MTHFR EANCER CERVICAL

A enzima MTHFR foi primeiramente descrita em tecidepatico suino em 1959 e
caracterizada como um dimero de cerca de 70 KDa,camla subunidade possuindo dois dominios
globulares, formando 4 residuos em uma roseta pPE@@NALDSON, KERESZTESY, 1962,
TRIMMER, 2013).

Possui um papel central na metilacédo, sinteseaaejp DNA, atuando no metabolismo do
folato. E responsavel pela homeostase intracetldate micronutriente, uma vez que determina
qual a proporc¢éo de folato sera utilizada parasétie nucleotideos ou metilagdo do DNA (KANG
et al, 2005).
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O substrato da MTHFR, 5,10-metilenotetrahidrofol&gl0-metilenoTHF), é utilizado na
sintese de nucleotideos (Figura 4), sendo essgariala manutencdo da integridade do material
genético. Ja o produto desta enzima, 5-metiltetrafolato (5-metilTHF), é utilizado na metilacdo
biologica, incluindo a metilagdo do DNA (Figura 4. conversdo de 5,10-metilenoTHF a 5-
metilTHF € um processo irreversivel (DONALDSON, KERZTESY, 1962).

O gene da MTHFR, localizado no braco curto do cissomo 1, na posi¢cao 1p36.3, apresenta
varios SNPs, dentre eles os polimorfismos C677T298C, T1059C, T1317C e G1793A
(WEISBERGet al, 1998; TREMBATHet al, 1999; RADYet al, 2002). O polimorfismo C677T
no gene da MTHFR consiste na substituicdo de uiduegle citosina (C) por timina (T), no exon
4, cédon 222, nucleotideo 677, e resulta na tracaaldnina por valina, afetando o dominio
catalitico da MTHFR. Tal polimorfismo leva a dimigéio da atividade desta enzima: individuos
homozigotos para o alelo T tém um decréscimo nmadatle enzimatica de 70% e aqueles
heterozigotos (CT), de 40% (FROSE&(Tal, 1995).
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Figura 4: Metabolismo do folato. MTHFR (vermelho): Metilentwghidrofolato Redutase; CBS: Cistationifia
Sintase; DHF: Dihidrofolato; GNMT: Glicina N-Metiinsferase; MS: Metionina Sintase; SAdoHci: S-
Adenosilhnomocisteina; SAdoMet:  S-AdenosilmetioninaSHMT:  Serina  Hidroximetiltransferase; THF:
Tetrahidrofolato; TS: Timidilato Sintase. Fonte: GHMASON, 2000 (modificada).

No entanto, uma dieta adequada pode elevar osrdedblato, 0 que garante a conversao de
5,10-metilenoTHF a 5-metilTHF de forma satisfatoelerando o efeito do polimorfismo C677T
no gene da MTHFR. Individuos com o polimorfismoue ggossuem altas concentracdes séricas de
folato e dos nutrientes envolvidos no seu metafaljstais como as vitaminas B12 e B2

(riboflavina), podem apresentar um menor risco aecer, porque os altos niveis intracelulares de
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5,10-metilenoTHF previnem o desequilibrio pool de nucleotideos durante a sintese de DNA
(BIRD, 2002).

Por outro lado, quando a ingestdo de folato e deo®unutrientes envolvidos no seu
metabolismo é baixa, individuos com o polimorfis@677T apresentam menor producdo de 5-
metilTHF, o que acarreta alteragcbes no padrdo ddagéo do DNA, que é um mecanismo
epigenético que influencia a transcricdo génigesteutura da cromatina e a estabilidade genémica
(BIRD, 2002). Tais alteracbes em regibes promotalas genes supressores tumorais Sao
caracteristicas de varios tipos de cancer (SHARKEL LY, JONES, 2010). Todavia, quando os
niveis de folato estdo baixos, a disponibilidade&d®-metilenoTHF € preservada, o que reduz a
probabilidade de comprometimento da sintese de NWA et al, 1997).

Apesar da importancia da enzima MTHFR na replicag@lalar, expressao génica e no
desenvolvimento de tumores, o polimorfismo C677B@&w gene se associa de maneira controversa
ao risco de desenvolvimento de lesGes pré-neopkscneoplasicas da cérvice uterina (GUO,
2012; LONGet al, 2012; LUOet al, 2012; MElet al, 2012; WUet al, 2013; YUet al, 2013).

3.3) PESQUISA DE HPV E DIAGNOSTICO DAS LESOES INTRRITELIAIS CERVICAIS

O diagnéstico das lesdes cervicais pré-neoplasicds cancer no colo uterino é realizado
através da citologia, colposcopia e biopsia (higfial). Segundo o Instituto Nacional do Céancer
(INCA), no Brasil preconiza-se que mulheres entsee264 anos de idade realizem o exame
citopatologico anualmente. Apés dois resultadostmgs, o intervalo entre os exames passa a ser
de 3 anos (INCA, 2011).

A andlise citopatologica, também conhecida comanexareventivo ou Papanicolaou, foi
proposta pelo médico George Papanicolaou em 194RARICOLAOU E TRAUT, 1997). Esta
técnica, considerada a mais eficaz para a prevedgdocancer cervical, consiste na avaliacdo
morfolégica das células epiteliais obtidas por ksféo do colo uterino, a fim de se diagnosticar e
classificar lesGes precursoras do tumor (SELLORSSENKARANARAYANAN, 2003).
Atualmente, a nomenclatura utilizada nas analigepatoldgicas segue a Classificacdo Citologica
Brasileira (INCA, 2006), baseada no Sistema de ésgta 2001 (SOLOMOINt al, 2002) (Tabela
2). Caso a mulher apresente Lesado Intraepiteligliiiesa de Alto Grau (HSIL) ou Lesao
Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL) peesite, esta deve se encaminhada a colposcopia
(INCA, 2011).

Este € um exame visual do colo uterino realizadm @ colposcépio, um microscépio
binocular de baixa resolucdo, que confere um awndmidez a quarenta vezes do colo uterino, na
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presenca de uma fonte de iluminacédo potente. Adredaécolposcopia, torna-se possivel identificar
alteragcOes que nao sao vistas a olho nu. Caso altpsdio seja visualizada, parte do tecido pode ser
retirada (bidpsia) para posterior andlise histdpgica (SELLORS, SANKARANARAYANAN,
2003).

TABELA 2: Sistema de classificacao das lesdes cervicais

Classificacao Citologica Brasileira Classificacao Idtolégica de Richart

Alteracdes benignas -

Atipias de significado indeterminado
(ASC-US e ASC-H)

LSIL NIC |

HSIL

AIS NIC Il e NIC 1l
Carcinoma invasor Carcinoma invasor

ASC-US: Células escamosas atipicas de significadietérminado; ASC-H: Células Escamosas Atipicageemnao se
pode excluir Leséo de Alto Grau; LSIL: Lesdo Inpidelial Escamosa de Baixo Grau; HSIL: Lesdo Iniesdial

Escamosa de Alto Grau; AlIS: Adenocarcinoimasitu; NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical. Fonte:GN, 2011
(modificado).

Na histopatologia, as les6es pré-neoplasicas oar@noma invasor sao diagnosticados de
acordo com a diferenciacdo, maturacéo e estraificaas células e altera¢des nucleares, sendo o
tecido epitelial totalmente avaliado (SELLORS, SAARANARAYANAN, 2003). Nesta analise,
utiliza-se a Classificacdo Histopatoldégica de Rithaara denominacdo das lesdes cervicais
(RICHART, 1967) (Tabela 2). Associada a colposcopianalise histopatologica € considerada o
padrao-ouro para o diagndstico do cancer cen8AlGER, MONAGHAN, 2000).

3.3.1) Pesquisa de HPV

A deteccéo do HPV, principal fator de risco paxaeinogénese cervical, € importante tanto
para complementar o diagnéstico das lesdes prdasogs quanto no acompanhamento de
mulheres apds o tratamento. Além disso, a pesqiasarus é util no rastreamento primario de
mulheres com idade superior a 30 anos (BO®C&l, 2013; HUHet al, 2015).

As técnicas de biologia molecular tornaram possévgbesquisa do DNA do HPV nas
amostras cervicais, sendo a captura hibrida dendaggeracédo (HC2) e a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), as técnicas mais utilizadas (ERNVILLA, 2003; POLJAK et al, 2012,
GIBSON, 2014).

A HC2 possui alta sensibilidade e permite a déiecde 18 tipos diferentes de HPV

(LORINCZ, 1996). Esta técnica se baseia na hibéidage sondas complementares de RNA a
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sequéncias do DNA viral, sendo possivel diferenaiarfeccdo por HPV de alto risco oncogénico
de infeccbes por tipos virais de baixo risco, foamo uma medida semi-quantitativa da carga
viral. Entretanto, h&4 a possibilidade de reacdeszattas acontecerem, o que diminui a
especificidade da HC2 (PEYTO& al, 1998).

A técnica de PCR consiste na amplificagéwgitro no DNA do HPV, utilizando-se conjuntos
de iniciadores genéricos, que amplificam regid¢anante conservadas do gene L1 do HPV,
permitindo a amplificacdo de basicamente todo$pos wvirais (DE RODA HUSMANEet al, 1995;
KLETER et al, 1998; GRAVITT et al, 2000). Os pares de iniciadores genéricos mdigaaos
sdo: a) MY09/11 e sua versao modificada PGMYO9GRAVITT et al, 2000) e b) GP5/GP6 e
sua versdo estendida GP5+/GP6+ (DE RODA HUSMétNal, 1995). Além disso, ha outros
iniciadores capazes de amplificar um fragmento mergo método é denominado de SPF-PCR
(pequeno fragmento de PCR) (KLETER al, 1998). Quando associada a outras técnicas, como
digestdo enzimatica (RFLP) ou sequenciamento do,RNACR também permite a genotipagem do
virus.

Foram identificados 125 testes disponiveis no naerqeara pesquisa de HPV, além de 84
variacOes destas técnicas, com sensibilidade eiésjpade diferentes. No entanto, até 0 momento,
nenhum meétodo foi escolhido para utilizacdo naneotiaboratorial a fim de complementar o
diagnéstico e prognadstico de lesdes pré-neoplasaslo uterino (POLJAKL al, 2012).

O HPV também pode ser detectado por imuno-histoqairfiHQ), utilizando anticorpos
especificos para a proteina L1 do virus. Esta no&igeh permite ndo so a deteccéo viral, como
também a diferenciacdo do momento da infeccdo (RARIBt al, 2008). Maior expressao de
L1/HPV é detectada na fase produtiva da infeccAquanto o DNA viral encontra-se epissomal
(WRIGHT et al, 2004). Havendo a progresséo da infeccéo, ingia-tase de transformacao, em
gue o DNA do HPV se integra ao material genéticdhaspedeiro, diminuindo a expresséo de L1
(MCMURRAY et al, 2001). Entretanto, menor expressdo da proteineagsideo viral também
pode ocorrer em infecgdes latentes (UNGUREA&tAI, 2010).

Apesar da deteccdo do HPV complementar o diagodts lesdes intraepiteliais cervicais,
esta medida por si s6 ndo € suficiente para oemsgnto primario desta neoplasia e para
determinar o curso das lesbes pré-cancerosas, eangue a maioria das mulheres possuindo HPV
apresenta a regressao da infeccao (HOSTE, VOSSAEBFPE, 2013).

Além disso, embora a conduta para triagem e diaéigndéslo cancer cervical seja bem
estabelecida e eficaz na diminui¢cdo da sua incidétados os procedimentos utilizados (citologia,
colposcopia e histopatologia) sdo subjetivos, pdderariar de acordo com o profissional que os
realiza, sendo consideravel o nimero de mulhereanginhadas para biépsia cervical e tratadas
desnecessariamente (CROTHE&S, 2014; STOLERet al, 2015).
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Neste sentido, muitos cofatores estdo associadcarcanogénese cervical, modulando a
progresséo da infec¢do a neoplasia. Desta fornmeg-8& importante a identificacéo de fatores e de
marcadores para o estabelecimento de um progn@stcso, capaz de determinar a melhor forma

de acompanhamento e tratamento de mulheres possinteccao viral e/ou lesédo pré-neoplasica.
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4) METODOLOGIA

Neste trabalho foram utilizadas 240 amostras caivipara analise do polimorfismo C677T
da MTHFR e de sua associacdo com a infeccédo por &lle¥m gravidade das lesbes cervicais
(Figura 5). O grupo de casos foi composto 120 amesiistologicas divididas em quatro grupos de
30: Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) de gsdu Il e Ill, e Carcinoma Epidermoide Invasor
(CEIl). Foram consideradas do grupo controle (ses@idleervical) 0 mesmo nimero de amostras
(n=120), sendo 30 histoldgicas (biopsias cerviapiesentando cervicite) e 90 citologicas (exames
preventivos sem atipia celular).

A faixa etaria das mulheres que constituiram a &magem variou de 15 a 82 anos, sendo a
média e o desvio padrdo de 39,8+13,8 anos.

A comparacao dos diferentes métodos de analiseadkils para a pesquisa do HPV e para
genotipagem da MTHFR foi realizada com as 150 ame4siistoldgicas: 30 de cada grupo de casos

(120) e 30 do grupo controle (Figura 5).

Amostragem total
n=240
{ 3
Casos’ R ——— Controle?
n=120 L n=120
] 1
Fal ] ] 1
NIC T fi NIC I fiNiC = CEI® |] Cervicite
n=30 |ff n=30 n=30 {f n=30 n=230
. |
< )
leersgt:r?érlriwseéodos Andlise da associacdo do polimorfismo da
n=150 MTHFR com a carcinogénese cervical,
- utilizando a metodologia pré-determinada
F i "y n=240
HPV MTHFR
P I % P 1 ~
PCR PCR
GP5+;5+,| spr) || "M@ EC EA EP

Figura 5: Desenho do estuddAmostras cervicais histologicas apresentando le$d@sostras cervicais sem les&o;
3Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau’Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau INeoplasia Intraepitelial
Cervical de grau Ill°Carcinoma epidermoide invasdAmostras cervicais histolégicas apresentado ceeyi€ICR:
Reacdo em Cadeia da Polimerase; IHQ: Imuno-Histoigai EC: Eletroforese Capilar; EA: Eletroforese &l de
Agarose; EP: Eletroforese em Gel de Poliacrilamida.
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4.1) OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras histoldgicas (n=150) foram coletadamalberes residentes em todo o estado de
Minas Gerais no periodo de 2006 a 2011 e analisadad.aboratorio Tafuri (LT), que
disponibilizou os blocos de bidpsia utilizados adsabalho. Os laudos anatomopatologicos foram
emitidos pelo LT de acordo com a Classificagdodtitigiica de Richart (RICHART, 1967).

As amostras citolégicas (n=90, controle) foram tamlas em 2009 de mulheres residentes em
Ouro Preto, MG, participantes do projeto “Prevai@ro Papilomavirus Humano e estudo dos
cofatores envolvidos na carcinogénese relacionadwiras na populacdo de Ouro Preto, MG”.
Estas amostras foram analisadas e tiveram laudpatiilogico emitido pelo Laboratério Piloto de
Andlises Clinicas (LAPAC) da Escola de Farmacialséversidade Federal de Ouro Preto. A
avaliacao do material foi realizada com base nadfleacéo Citoldgica Brasileira (INCA, 2006).

As mulheres residentes em Ouro Preto e ItabiritotGYMoram contatadas e, apos
esclarecimento sobre o trabalho, assinaram o Tdar@onsentimento Livre e Esclarecido (Anexo
1A) permitindo que seu material fosse analisado. afyostras histologicas provenientes de
mulheres de outras cidades bem como aquelas dsnpEcnéo encontradas, foram avaliadas com o
consentimento do LT (Anexo 1B), devido a imposaibiie de contatar as mulheres.

O processo de selecdo das amostras e os proceosmaiitizados neste trabalho foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEPYrdeersidade Federal de Ouro Preto
(UFOP), CAAE: 0022.0.238.000-10 (Anexo 2).

4.2) PREPARACAO E EXTRACAO DE DNA DAS AMOSTRAS

Para extracdo de DNA de cada bloco de bidpsia faralimados 3 cortes histolégicos de
10um de espessura. Estes foram acondicionados emtufiosode 1,5ml e mantidos a temperatura
ambiente até o0 momento da extracdo. Os cortes fotditios no micrétomo MRPOYLupetec),
usando navalhas descartaveis.

Para desparafinizacdo das amostras, adicionolbs# de xilol aos cortes histolégicos. Apds
centrifugacdo a 9000rpm durante 3 minutos, o Xioldescartado. Em seguida, foi adicionado
1,0ml de etanol absoluto e as amostras foram nava@meentrifugadas a 9000rpm durante 3
minutos, sendo o sobrenadante descartado. Pararagap do etanol residual, as amostras foram
incubadas a 37°C nos microtubos com as tampasaabert

A extracdo de DNA foi realizada utilizanddkat QIAamp® DNA FFPE Tissue (QIAGEN).
Inicialmente, foram adicionados 20ul de proteinKse 180ul de tampdo de lise as amostras
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desparafinizadas. Apos incubacédo a 56°C durantée, seguida de outra a 90°C por 60 minutos, a
extracdo do DNA das amostras foi realizada de acooth o protocolo descrito detalhadamente no
Anexo 3. O DNA extraido foi armazenado a -80°Coas&u processamento.

As amostras citolégicas (n=90, controle) foram t@mlas por enfermeiros ou médicos das
equipes de saude de Ouro Preto nos Postos de 8addenicipio. Para a coleta foram utilizadas
espatulas de Ayre para amostra ectocervical e aso@ytobrush®) para amostra endocervical.
ApoOs confecgcdo do esfregago em uma lamina de vidiwidamente identificada, as escovas
utilizadas para coleta do material endocervicarfomarmazenadas em microtubos contendo 1,0ml
de Tampé&o de Colétafabricado e cedido pelo Centro de Genomas, Sélo P8P), e armazenadas
a -20°C até a extracdo de DNA. Esta, por sua wveizrefalizada com it illustra blood
genomicPrep Mini Spifi(GE Healthcare), conforme recomendacées do fatisq@nexo 4).

A concentracdo e a pureza do DNA extraido foraterdenadas por densidade Optica no

espectrofotdmetro Cirrus SOMEFemto).
4.3) PESQUISA DE HPV
4.3.1) Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A deteccdo do HPV nas amostras histolégicas foizesta utilizando a técnica PCR com os
iniciadores GP5+/GP6+ (DE RODA HUSMAB al, 1995) e SPF (KLETERt al, 1998). Os
iniciadores MY09/MY11 (GRAVITTet al, 2000) foram utilizados para pesquisa do virus nas
amostras citologicas.

A sequéncia dos iniciadores e o protocolo da PG egpresentados nas Tabelas 3, 4 e 5.

TABELA 3: Sequéncia dos iniciadores utilizados para detedgadPV
Iniciadores Sequéncia de nucleotideos

GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC

GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC
SPF1A  GCiCAGGGICACAATAATGG
SPF1B  GCIiCAGGGICATAACAATGG
SPF1C  GCiCAGGGICATAATAATGG
SPF1D  GCIiCAAGGICATAATAATGG
SPF2B  GTIGTATCIACAACAGTAACAAA
SPF2D  GTIiGTATCIACTACAGTAACAAA

MYO09 CGTCCCAGGGGATACTGATC

MY11 GCCCAGGGTCATAATAATGG
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TABELA 4: Quantidade de reagentes utilizados no protocol®GR para pesquisa de HPV

Iniciadores
Reagentes GP5+/GP6+ SPF MY09/MY11
PCR Master Mi* 6,25l 12,51 12,51
Iniciadores (10pmojd) 0,5ul 0,5ul 1,0ul
DNA 90ng 25ng 200ng
Agud gsp 12,5 qgsp 25l qsp 25l

10,2mM de cada desoxirribonucleotideo (dNTP), 1,5d¢8WWgCh e 1,0 unidade de Taq DNA (Promed®uclease
Free-water(Promega)

TABELA 5: Protocolo de PCR para pesquisa de HPV no TermdaicldyxTechnik
Temperatura Tempo

Iniciadores  N° de ciclos °C) (minutos) Reacao
1 95 5 Desnaturacéo
95 1 Desnaturacéo
GP5+/GP6+ 40 45 2 Anelamento
72 15 Extensao
1 72 10 Extensao final
1 94 1 Desnaturacéo
94 1 Desnaturacéao
SPF 40 45 1 Anelamento
72 1 Extensao
1 72 5 Extensao final
1 95 4 Desnaturacéo
94 1 Desnaturacéo
MY09/MY11 40 51,5 1 Anelamento
72 1 Extensao
1 72 7 Extensao final

Os produtos de amplificacédo das reacdes foramifdaios utilizando eletroforese em gel de
agarose 2% corado com GelRe(Biotium). Para aplicacdo em gel, foram utilizadg8ul do
produto amplificado e 1,0 de Loading Dye Buffer 6X(Fermentas, 0,25% de azul de bromofenoal,
15% de Ficol tipo 400).

A presenca do HPV foi confirmada naquelas amostiade houve amplificacdo de
fragmentos de 160pb para os iniciadores GP5+/GPr@a 6A), 65pb para SPF (Figura 6B) e
450pb para MY09/MY11 (Figura 6C).

4.3.2) Andlise imuno-histoquimica da proteina L1/HW

A expresséao da proteina L1/HPV foi avaliada poolFR2012) nas 150 amostras histologicas
pela técnica de imuno-histoquimica (IHQ), utilizarehticorpos monoclonais anti-L1/HPV (Dako,
M3528) e o sistema EnVision Dakocytomation (En\iie- system-HRP AEC, K4004, Dako).
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200pd
100pb

B M C- C+ 1 2 3 4 65 6 7 8 8 10

200ph
100pb

Figura 6: Géis de agarose representativos das amostras igagdi$ por PCR utilizando os iniciadosGP5+/GP6+:
3, 4, 5 e 6 - amostras HPV positivas (160pb); 7, 8, 9 e 10 - amostras HPV negatiBsSPF: 2, 3, 4,5, 6,7 e 10 -
amostras HPV positivas (65pb); 1, 8 e 9 - amodttBY negativasC) MY09/MY11: 1, 4, 5, 6 - amostras HPV
positivas (450pb); 2 e 3 - amostras HPV negativgsmarcador de peso molecular de 100pb; C-, cantnelgativo;
C+, controle positivo.

Foram documentadas para andlise, especificameditgas da juncdo escamo-colunar (JEC)
ou zona de transformacéao cervical. As laminas fashservadas em microscopia convencional em
campo claro, objetiva de 40x e a imagem foi captarpor uma microcamera digital Leica
DFC340FX acoplada ao microscépio DM5000B.

A documentacéo foi realizada em 10 campos por l@nsalecionados ao acaso. Somente a
coloracdo nuclear foi considerada como marcacadtiyaysindependente da intensidade de
coloracdo. A contagem dos nucleos positivos e neganhos campos fotografados foi efetuada
utilizando o software ImageJ, disponivel gratuitamente na Internet (moatiotonics.ca). A
contagem possibilitou a determinagcédo da porcentatgmicleos positivos em relacdo ao numero
total de células quantificadas. A presenca do Hit\¢dnsiderada naquelas amostras em que houve
marcacao maior ou igual a 25%.

Neste trabalho, os resultados da andlise IHQ faramparados aos dados da pesquisa de
HPV por PCR nas mesmas amostras histoldgicas.

4.4) POLIMORFISMO C677T DO GENE DA ENZIMA MTHFR

O polimorfismo da MTHFR foi analisado através deniéa de PCR seguida por digestao
enzimatica (RFLP). A integridade do DNA extraido dwaliada com o proprio gene da MTHFR,
uma vez que este é constitutivo.

Os iniciadores utilizados Ffrward: AGGACGGTGCGGTGAGAGTG; Reverse:
TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA) foram descritos em 1995 poosst e colaboradores.

Nas reacdes de PCR, foram utilizados iPge PCR Master Mi% (Promega), 9,8 de agua
(“Nuclease Free-wat&y;, 1ul de cada iniciador (10pmal) e 1ul da solucdo com o DNA (30ng)
extraido a partir de amostra histolégica. O prdtwate reacdo foi padronizado: 95°C durante 4
minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 1 min6&,C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto,

extensao final a 72°C durante 5 minutos.
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Os diferentes genotipos do gene da MTHFR foramtiiieados por RFLP, utilizando a
endonuclease de restricRastDigestHinf I® (Thermo Scientific). O volume final da reacéo fei d
20puL (1pL da enzima 1U/pL, 2uL de tampao, 17uL gigaa'Nuclease Free-Wat8re 10uL do
DNA amplificado). A reacao foi incubada a 37°C diiesb minutos, seguidos de 20 minutos a 65°C
para inativacdo da enzima.

Os fragmentos gerados pela restricdo enzimatieanf@nalisados por trés diferentes técnicas:
eletroforese em gel de agarose 2% (EA) corado celRe&#f (Biotium), em gel de poliacrilamida
6% (EP) corado com nitrato de prata e eletrofocapdar (EC).

A técnica de andlise por EA (Figura 7A) foi reatiaaconforme descrito no item 4.3.1.

Para EP (Figura 7B), foram aplicados 2,5uL do pmdiigerido e 2,pl de Loading Dye
Buffer 6X° (Fermentas). Apds eletroforese, os géis foramdoseem solucdo fixadora por 15
minutos e incubados com solucédo de nitrato de [8afd) por 10 minutos. Posteriormente, foram

imersos em solucéo reveladora até a visualizacgdragmentos (Anexo 5).

200pb
200pb

100pb

100pb

Figura 7: Géis representativos de amostras amplificadas @& €digeridas coHinf | (RFLP).A) Agarose 2%: 3, 4,
5,7,8¢e9-gendtipo CC; 1 e 6 - genétipo CTgenrétipo TTB) Poliacrilamida 6%: 3, 4, 6 e 7 - genodtipo CC2k
5 - gendtipo CT; 8 - gendtipo TT. M, marcador degmolecular de 100pb; C-, controle negativo.

A EC foi realizada no equipamento QlAxcel Advarité®iagen), utilizando o método de
anélise AM420, marcador de alinhamento de 15pb#Q@X Alignment Markef, Qiagen) e
marcador de peso molecular de 25pb/500pb (QX Sizekéf, Qiagen). Para anélise, foi
necessario no minimo i0de material amplificado e digerido. Apés a eltdrese, foram gerados o
gel eletronico (Figura 8A) e o eletroferograma @mtensidade e o tamanho das bandas para cada
amostra (Figura 8B).

Na analise: um fragmento de 198pb caracterizowiddos CC, dois fragmentos (198pb e
175pb) CT e um fragmento de 175pb, individuos TT.

O polimorfismo da MTHFR nas amostras citol6gicas9( controle) também foi analisado
através da técnica de PCR/RFLP e os fragmentodageysela restricdo enzimética foram avaliados

por EP. O protocolo usado para esta analise nasteasaitologicas foi descrito no Anexo 6.
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Figura 8: Eletroforese capilaid) Gel eletrbnico; M: marcador de peso moleculaB, B, 6 e 10 - genétipo CC; 2, 7, 9
e 12 - gendtipo CT; 4, 8 e 11 - gendtipo B)).Eletroferograma; B1) Gendtipo CC; B2) Gendtipo BB) Gendtipo
TT.

4.5) ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados pelo programa MicrosoteEx2010 e analisados no SPSS para
Windows verséo 17.

Estatistica descritiva foi realizada para avaliadd@drequéncia dos genétipos da MTHFR e da
infeccdo pelo HPV na populacdo de estudo. Disgamide Ofrequéncia, teste’ ¥ regressado
logistica binaria foram utilizados para a compavagitre 0s grupos.

O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) da frequéntis gendtipos e dos alelos do gene da
enzima MTHFR foi calculado através de uma ferramentline (RODRIGUEZ, GAUNT, DAY,
2009).

A comparacao entre os métodos de deteccdo do HRvieipagem da MTHFR foi realizada
utilizando o coeficiente Kappa)(que varia de 0 a 1 e indica diferentes niveisatecordancia:
inexistente €<0,0), muito leve ¥=0,0 a 0,20), levekE0,21 a 0,40), moderada=0,41 a 0,60),
substancial€=0,61 a 0,80) e quase perfeitzx0,81 a 1,00) (LANDIS, KOCH, 1977).

O desempenho dos testes utilizados para pesquistP¥efoi avaliada pelos calculos de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo pesi (VPP) e valor preditivo negativo (VPN)
(Anexo 7).

Valores de p<0,05 foram considerados como evidé&teiassociacao significativa em todos

os testes. Também foi calculado intervalo de cagfale 95%, quando apropriado.
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5) RESULTADOS

5.1) INFECCAO POR HPV

Para escolha da melhor técnica para deteccdo decéd viral, trés metodologias foram
testadas: PCR com o par de iniciadores GP5+/GPE&R [FGP5+/GP6+)], com 0 conjunto de
iniciadores SPF [PCR (SPF)] e IHQ. A comparacaordesltados por estes trés métodos mostrou
gue 148 das 150 amostras (98,7%) foram positivap@l® menos uma das técnicas. Destas, 32
(21,6%) foram HPV positivas em todas as trés méoggks, 104 (70,3%) em duas técnicas e 12
(8,1%) em apenas um dos testes (Tabela 6).

Concordancia positiva entre os resultados das #&médlises foi maior em amostras
apresentando leséo cervical (25%, n=30) se comparqdelas sem leséo (7,1%, n=2) (Tabela 6).
Resultados similares foram obtidos analisando assgde leséo (NICs I, I, lll e CEIl; dados nao
mostrados). Outra observacdo a ser destacada fimdier concordancia positiva entre os trés
resultados nas amostras de mulheres acima de 3(26%, n=25) (Tabela 6).

TABELA 6: Concordancia positiva entre as metodologias PCR{G&FH6+), PCR (SPF) e IHQ
relacionadas ao resultado histopatolégicos e &idad

Técnicas positivas | Amostras Lesdo ldade*
para HPV n (%) Ausente Presente| <30 anos >30 anos
n (%) n (%) n (%) n (%)
Pelo menos um 148 (100 28 (100) 120 (1019 (100) 96 (100)
Um 12 (8,1) 6 (21,4) 6 (5) 24,1 9 (9,4)
Dois 104 (70,3)| 20(71,4) 84 (70 40 (81,6) 62H4,
Trés 32 (21,6) 2(7,1) 30 (25 7 (14,3) 25 (26)

*Trés amostras foram excluidas por auséncia desdsatare a idade, portanto n=145 nesta analise.

HPV foi detectado em 134 amostras (89,3%) por I1BR(24,7%) por PCR (GP5+/GP6+) e
145 (96,7%) por PCR (SPF).

O indice de concordancia (Kappa) entre as técrfmamuito baixo (Tabela 7). O maior
indice Kappa calculado foi 0,147 (muito leve) p&i® e PCR (SPF).

A maioria das amostras avaliadas por PCR (SPF)e(87,3%, n=131) apresentou infeccao
viral e apenas 1,3% (n=2) foram HPV negativas (Tleabe Em relacdo aos resultados discordantes
entre as duas técnicas (n=17, 11,4%), HPV foi tedecem 9,4% (n=14) das amostras apenas por
PCR (SPF), sendo que destas, 5 eram do grupo 6FI43. O contrario ocorreu com 3 amostras
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(2,0%), em que a presenca do virus foi encontrpgaas pela técnica de IHQ, duas do grupo
controle e uma NIC II.

A positividade para HPV por PCR (GP5+/GP6+) foi algenas 24,7%, muito baixa se
comparada as demais metodologias utilizadas, elevangrau de discordancia entre os testes
(Tabela 7).

TABELA 7: Analise da concordancia e discordancia entrecasct#s para deteccado do HPV: PCR
(SPF), PCR (GP5+/GP6+) e IHQ

Concordancia Discordancia
Técnica A Técnica B n (%) n (%) Kappa
A-/B- A+/B+ Total A+/B- A-/B+ Total
2 131 133 14 3 17
PCR (SPF) HQ 13) (©73) (886 (94) (0) (14
5 37 42 108 108
PCR (SPF) PCR (GP5+/GP6+) (33) (247) (28.0) (72.0) 0 (72.0) 0,022
PCR (GP5+/GP6+) IHQ 11 32 43 5 102 107 <0,0

(7,3) (21,3) (28,6) (3,4) (68,0) (71,4)

(+): resultado positivo; (-): resultado negativo.

Do total de amostras (n=150), 30 apresentavamiciene auséncia de coildcitos (células
morfologicamente alteradas indicativas da presedea HPV) e 120 tinham alteracao
histopatolégica (NICs |, Il, Ill ou CEI). Considerdo o resultado anatomopatol6gico como padréo-
ouro para diagnéstico, foi calculado a sensibiiasbpecificidade, VPP e VPN das técnicas para
pesquisa de HPV (Tabela 8).

Dos testes avaliados, PCR (SPF) apresentou maiwibilidade para a pesquisa de HPV
(99,2%) seguida da técnica de IHQ (91,7%). Porooldado, a sensibilidade da técnica PCR
(GP5+/GP6+) foi de apenas 29,2%, muito baixa (TeaBgl

A probabilidade de uma amostra analisada e conitadsunegativo ser realmente negativa
(VPN) foi avaliada e PCR (SPF) apresentou o maiBN\(80,0%). As técnicas de IHQ e PCR
(GP5+/6+) apresentaram VPN de 37,5% e 24,8%, regpeente (Tabela 8).

Como a técnica PCR (SPF) apresentou melhores adealde sensibilidade e VPN (Tabela
8), a mesma foi escolhida para realizacdo das deanaiises deste trabalho envolvendo a deteccéao
do HPV.

TABELA 8. Desempenho dos testes IHQ e PCR para pesquisa\dea$Ramostras histologicas

Técnica Sensibilidade  Especificidade VPP VPN

(%) (%) (%) (%)
IHQ 91,7 20,0 82,0 37,5
PCR (GP5+/GP6+) 29,2 93,3 94,6 24,8
PCR (SPF) 99,2 13,3 82,0 80,0
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5.2) POLIMORFISMO C677T DA MTHFR

5.2.1) Comparacdo das técnicas para anélise do gépé da MTHFR

Os resultados das analises comparativas entre BCQUEEP utilizadas para andlise do
gendtipo C677T da enzima MTHFR mostraram concolidéease perfeita entre as metodologias
(x>0,9) (Tabela 9). A concordancia foi maior entre €EP (=0,971).

Das 150 amostras analisadas, 5 (3,3%) apresentasuttados discordantes entre as trés
técnicas utilizadas. Na maioria destas (80%; na4jivergéncia ocorreu entre os genotipos CC e
CT. Uma amostra (20%) quando analisada por EA effEBsentou o gendtipo polimorfico (TT),

mas gendtipo CT no resultado da EC.

TABELA 9: Concordancia e discordancia dos resultados do igendéd MTHFR obtidos com EC,
EA e EP

Concordancia Discordancia

Técnica A Técnica B n (%) n (%) Kappa
EC EA? 146 (97,3) 4 (2,7) 0,941
EC EP 146 (97,3) 4 (2,7) 0,940
EA? EP 148 (98,7) 2(1,3) 0,971

'Eletroforese capilafEletroforese em gel de agaro¥eletroforese em gel de poliacrialimida.

Considerando que a concordancia entre as técrocattd e EC € uma técnica mais precisa,
gue permite a avaliacdo da intensidade da bandal@grara analise de cada amostra através do
eletroferograma (Figura 8B), esta metodologia fgothida, neste trabalho, para a anélise do
polimorfismo da MTHFR e de sua associacdo com ac@do por HPV e com o risco de

desenvolvimento do cancer cervical.

5.2.2) Frequéncia do polimorfismo C677T no gene dazima MTHFR

A analise do polimorfismo C677T no gene da MTHFRstrau 64% do gendtipo CC
(n=153), 31% (n=74) de heterozigotos CT e 5% (n=d8)individuos polimorficos TT na
amostragem analisada (n=240) (Figura 9).

A distribuicdo dos gendtipos encontrou-se sob diego de Hardy-Weinberg (p=0,312).
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(5%)

Figura 9: Frequéncia dos genétipos da enzima MTH REC;E CT;E TT.

5.2.3) Associacao entre o polimorfismo C677T da MTIFR e a infec¢do por HPV

Independente do genétipo da MTHFR, a infeccdo P8IV foi detectada em 80,8% (n=194)
das amostras analisadas (Tabela 10).

N&o houve diferenca estatisticamente significajpred,05) entre a distribuicdo dos gendtipos
ou alelos da MTHFR e a presenca da infeccdo pely. HNb entanto, foi observada maior
porcentagem de individuos com o alelo polimorfitd gem infeccdo viral (31,7%) se comparado

agueles apresentando infeccao (26,7%) (Tabela 10).

TABELA 10: Associacao entre o genotipo da MTHFR e a infecgéidipV

Frequéncia Genotipica Frequéncia Alélica
x- N (%) n (%) p % p
Infecedo cC CT TT C T
HPV- 46 (19,2) 26(56,5) 17(37,0) 3 (6,5)O 506 68,3 31,7 0.423
HPV+ 194 (80,8) 127 (65,4) 57 (29,4) 10(5,2)" 73,3 26,7 '

5.2.4) Associacado entre o polimorfismo C677T da MTIFR e as lesdes pré-neoplasicas e

neoplasicas da cérvice uterina

Observou-se associagdo estatisticamente signviicagintre a distribuicdo do genotipo
(p=0,008) e do alelo (p=0,023) da enzima MTHFRpeesenca de lesdes intraepiteliais cervicais e
carcinoma epidemoide invasor (Tabela 11). Maioguéncia de CC foi detectada dentre os casos
(n=88, 73,3%) enquanto o contrario foi observadogngo controle, em que a porcentagem de
individuos CT (n=46, 38,3%) e TT (n=9, 7,5%) foiioraDo mesmo modo, maior porcentagem o

alelo T foi observada no grupo controle (33,1%3}@®parado ao grupo de casos (21,6%).
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O risco de desenvolvimento de lesGes de acordoa@enotipo da MTHFR foi calculado
(Odds ratio- OR) e mostrado na Tabela 12. Individuos conmetal apresentaram risco menor de
lesdo do que aqueles com o alelo C (OR<1,0). Gu ssjresultados sugeriram que o alelo T possa
agir com um fator de protecéo para lesdes cervi€dss 0,557, IC 95%: 0,335-0,925; p=0,024).

Em relacdo a gravidade das lesdes no colo utemdm foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre a distribuics gendtipos (p=0,621) ou dos alelos (p=0,666)
da enzima MTHFR (Tabela 13). Também ndéo foi enediatdiferenca comparando-se cada um dos
grupos (NICs I, II, lll e CEI).

TABELA 11: Frequéncia genotipica e alélica da enzima MTHFRetat&o as lesdes no colo
uterino e o risco de desenvolvimento do cancericarv

Frequéncia Genotipica Frequéncia Alélica
Leséao n n (%) p % P
cervical CcC CT TT C T
Controle 120 65 (54,2) 46(38,3) 9(7,5) 0,008 66,9 33,1 0,023
Casos 120 88(73,3) 28(23,3) 4(3,4 78,4 21,6

TABELA 12: Risco de desenvolvimento de lesGes pré-neoplasinaseoplasicas na cérvice
uterina de acordo com o polimorfismo C677T no gégmenzima MTHFR

MTHFR OR (IC95%) p
Gendtipo

CC 1,0

CT 0,450 (0,255-0,794) 0,006
TT 0,328 (0,097-1,113) 0,074
Alelo

C 1,0

T 0,557 (0,335-0,925) 0,024

TABELA 13: Associacao entre o genotipo da enzima MTHFR eddade da lesdo cervical

Frequéncia Genotipica Frequéncia Alélica
Leséo n n (%) P % p
cervical CC CT TT C T
Controle* 30 17 (56,7) 11(36,7) 2 (6,6) 68,3 31,7
NIC | 30 22 (73,3) 7(23,3) 1(3,4) 78,4 21,6
NIC Il 30 21 (70,0) 9(30,0) 0 0,621 76,9 23,1 0,666
NIC IlI 30 21 (70,00 7(23,3) 2(6,7) 75,7 24,3
CEl 30 24 (80,0) 5(16,6) 1(3,4) 82,9 17,1

*Para comparacgao entre os grupos, foram incluidasas as 30 amostras histoldégicas no grupo controle

Para avaliar o efeito da idade na associacdo dm@dismo C677T no gene da enzima da

MTHFR com o desenvolvimento do cancer cervicakialmente as amostras foram divididas em
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dois grupos etarios<30 anos e >30anos. Os resultados mostraram diterestatisticamente
significativa (p<0,05) entre a distribuicdo do g&md e do alelo da enzima MTHFR e a presenca de
lesdes cervicais entre mulheres com idade supei3@ranos, sendo observada maior frequéncia do
alelo polimorfico (T) no grupo controle (34,5%) Oeda 14).

De maneira semelhante, a maioria das mulheres date<30 anos com o alelo polimorfico
nao apresentava lesédo cervical. No entanto, efteen¢a n&o foi estatisticamente significativa
(Tabela 14).

Desta forma, o risco de desenvolvimento de lesé@s@oplasicas ou do cancer cervical foi
calculado apenas para mulheres com idade supeBi@raaos. Como pode ser observado na Tabela
15, foi constatado menor risco de mulheres nesta fetaria possuindo o alelo T apresentarem
lesédo cervical (OR: 0,521; IC 95%: 0,280-0,971;,040).

TABELA 14: Associacdo entre o genotipo da enzima MTHFR e sepga de lesdes cervicais de
acordo com a idade*

Frequéncia Genotipica Frequéncia Alélica
Idade n (%) p % p
CC CT TT C T
Controle 20 (58,8) 13(38,3) 1(2,9) 70,2 29,8
< 0,416 0,351
=30an0s - osos  30(732) 10(24.4) 1(2.4) 784 21,6
Controle 45(52,3) 33(38,4) 8(9,3) 65,5 34,5
> 0,018 0,039
30an0s - cos 56 (73.7) 17 (22.4) 3 (3.9) 785 215

*Foram excluidas 3 amostras por auséncia de dadtwe a idade, levando a diminuicdo da amostrageh(h=237).

TABELA 15: Risco de desenvolvimento de lesGes pré-neoplasinaseoplasicas na cérvice
uterina de acordo com o polimorfismo C677T no gégwmenzima MTHFR em mulheres com idade
>30 anos

MTHFR OR (IC95%) p
Gendtipo

CC 1,0

CT 0,414 (0,205-0,837) 0,014
1T 0,301 (0,076-1,202) 0,089
Alelo

C 1,0

T 0,521 (0,280-0,971) 0,040
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6) DISCUSSAO

6.1) METODOLOGIAS PARA PESQUISA DE HPV E GENOTIPAGEDA MTHFR

Apesar da utilizacdo de material parafinado ser ummgortante ferramenta para estudos
retrospectivos com amostras que constituem arqudeslaboratérios anatomopatolégicos, a
realizacdo de técnicas de biologia molecular ndpte de amostra pode ser prejudicada. Isto
acontece porque durante o processo de fixacao aildot@odem ocorrer danos irreversiveis ao
material genético, dificultando a amplificacdo ddNAD por PCR (QUACH, GOODMAN,
SHIBATA, 2004; ALVAREZ-ALDANA, MARTINEZ, SEPULVEDA-ARIAS, 2015).

Além disso, a fixagcdo e a parafinizacdo das anmmstrduzem a formacdo de ligacdes
cruzadas entre DNA-DNA e DNA-proteina, acarretamdoaumento de impurezas no material
extraido. Quando se usa formol como fixador, pad®rer a fragmentacdo do material genético,
tanto pelas condi¢cbes de fixagdo (tempo, temperagupH), quanto pelo tempo e forma de
armazenamento da amostra (QUACH, GOODMAN, SHIBAT804; ALVAREZ-ALDANA,
MARTINEZ, SEPULVEDA-ARIAS, 2015). Com isto, no mome da amplificagio do DNA por
PCR, podem surgir mutacdes devido aos danos e dficagdes nos nucleotideos, levando a
incorporacao erronea de dNTPs pé&kq polimerase (FELDMAN, 1973; GOODMAN, TIPPIN,
2000; GOODMAN, 2002).

Considerando as dificuldades técnicas de se trabathm material parafinado, na pesquisa
torna-se importante a padronizacdo das metodologiasvaliacdo criteriosa do material por

diferentes técnicas.

6.1.1) HPV

A técnica de PCR é bastante sensivel e constitbase dos testes moleculares (SHEN,
YANG, JIANG, 2014). Os iniciadores genéricos MYOYI e GP5+/GP6+ sdo os mais utilizados
para deteccdo do HPV por PCR. Neste trabalho, tentn melhores resultados foram obtidos
utilizando o conjunto de iniciadores SPF. Além djssdo houve amplificacdo do DNA do HPV
com os iniciadores MY09/MY11 (resultados ndo makisd e em relacédo a GP5+/GP6+, apesar de
ter se observado amplificacd@o, a técnica apresdratida sensibilidade. Resultados similares foram
obtidos em outros estudos (BAA¥t al, 1996; RENet al, 2000; CHAN et al, 2001,
LESNIKOVA et al, 2010; ALVAREZ-ALDANA, MARTINEZ, SEPULVEDA-ARIAS,2015).
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A utilizacdo de MY09/MY11 e GP5+/GP6+ para pesquisavirus em material parafinado
pode levar a resultados insatisfatérios, pois agnfientos de DNA produzidos pelos mesmos séo
relativamente grandes (450pb e 160pb, respectivi@nd?or outro lado, o conjunto de iniciadores
SPF gera um fragmento de apenas 65pb, tornandeo enai@mnce de deteccdo do HPV em amostras
com o DNA potencialmente degradado, como € o cas@uhostras parafinadas (IFTNER, VILLA,
2003; FENGet al, 2013).

Outra metodologia disponivel para pesquisa do HRM@ Esta € menos utilizada por sua
menor eficacia de deteccéo do virus devido as teaisiicas da técnica, como a marcacao de fundo
(backgroungl, quediminui a especificidade, e a analise realizadanpieroscopia, que além de ser
trabalhosa, é subjetiva (GIBSON, 2014). No entamsaesultados obtidos com a técnica IHQ para
pesquisa do HPV permitem analisar mais especifingeang fase produtiva da infecgcdo, enquanto
agueles obtidos usando PCR seriam também assodatise de transformacédo. Nas amostras
utilizadas neste trabalho, a deteccéo do HPV pQrihbstrou alta positividade viral principalmente
nas fases iniciais da infeccdo (PITOL, 2012). Dameeforma, outros estudos demonstraram que a
taxa de expressdo IHQ da proteina L1 do HPV dimgmm a progressdo da infeccdo viral ao
cancer (YOSHIDAet al, 2008; HUANGet al, 2010).

Neste trabalho, a concordancia entre IHQ e PCR)(&®Fnuito leve. Maior porcentagem
das amostras em que a infeccao viral foi detecépe@mas por IHQ pertencia ao grupo controle,
enquanto a maioria daquelas em que a pesquisa db fbélPpositiva apenas por PCR (SPF)
apresentavam CEl. Isto pode ser explicado pelodattiHQ detectar a presenca do virus apenas na
fase produtiva da infeccdo, em que o DNA viral emx@se epissomal, havendo a replicacdo do
material genético do virus, a sintese do seu capgddoteico e a liberacdo de novas particulas
virais. Por outro lado, na fase de transformacaxpressédo de L1 encontra-se diminuida, devido a
integracdo do material genético viral no DNA dogexteiro.

N&o foram encontrados estudos similares compararah@lise de HPV por PCR (SPF), PCR
(GP5+/GP6+) e IHQ nas mesmas amostras bioldgicpesak de muitos estudos apresentarem
concordancia entre o teste avaliado e a preseniggd@kes cervicais, que sugere a presenca do virus,
poucos avaliaram a positividade da infeccdo por HEIW uma mesma amostra utilizando
metodologias diferentes (POLJAK al, 2012; GIBSON, 2014; REBOL&k al, 2014).

Estes estudos de comparagdo de metodologias sfuesms devido & inexisténcia de um
teste padrao-ouro para pesquisa do HPV. Nestelhimgb@om o intuito de calcular sensibilidade,
especificidade, VPP e VPN, o resultado histopatotfpi utilizado como padréo-ouro. Entretanto,
a histologia avalia, mais especificamente, altexagtiorfolégicas e ndo a infeccéo viral. Amostras

sem lesdo apresentando apenas cervicite podenosvas para HPV, gerando um problema com
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0 controle negativo. Isto torna os resultados deibéidade obtidos neste trabalho mais confiaveis

gue aqueles de especificidade.

6.1.2) Genotipagem da MTHFR

A concordancia entre as metodologias utilizadasenestudo para genotipagem da MTHFR
foi quase perfeita, tendo sido observadas difeeengafrequéncia dos gendtipos de acordo com
cada uma das técnicas em apenas 5 amostras. #stdideordancia de resultados se deve, muito
provavelmente, a pequena diferenca entre o tamdosdragmentos gerados pela RFLP (198pb e
175pb), que dificulta a analise visual dos géiagierose e poliacrilamida. Além disso, a qualidade
do material amplificado pode ter interferido nadlees.

A discordancia, embora muito pequena, pode refietiemente nos resultados de estudos de
associacdo do polimorfismo C677T no gene da enzZMiAFR com o céncer cervical,
principalmente em trabalhos com o n amostral pemjusto porque a frequéncia de TT, que leva a
diminuicdo da atividade enzimatica da MTHFR, é aaia populacdo. Ou seja, em estudos com n
amostral pequeno, como € o caso deste trabalhwp m& genotipagem de uma (1) amostra pode
influenciar o resultado de associacao estatistit@ ® polimorfismo e o cancer. Portanto, a técnica
a ser utilizada deve ser escolhida com cuidadoc¢ipalmente se o n amostral for pequeno.

N&o foi encontrado nenhum estudo em que a genetipatpa MTHFR tenha sido realizada
por PCR/RFLP com andlise por EC, uma metodolod#éivamente nova. No entanto, esta técnica
€ capaz de mensurar com rapidez e precisdao o tanamhintensidade das bandas geradas por
RFLP (THOMASet al, 2010).

6.2) FREQUENCIA DO POLIMORFISMO C677T NO GENE DA MFR

Poucos estudos foram encontrados na literaturaaadal a frequéncia do polimorfismo
C677T no gene da enzima MTHFR e sua associacamamincer cervical. Estes foram realizados
com as populacdes asiatica, europeia e americananddlo geral, foram observadas frequéncias
bastante distintas do alelo polimorfico (7,5% a Y64e devem ser analisadas considerando o pais
em que o trabalho foi realizado, etnia, a metodalogjlizada para genotipagem e o n amostral. O
Anexo 8 compila os resultados de estudos de fraeguélos genotipos da MTHFR e de associacéo

entre o polimorfismo C677T no gene desta enzimaanaoer cervical.

43



Discussao SILVA, N. N. T.

Este trabalho, realizado com 240 amostras ceryicaistrou frequéncia de 36% de CT+TT e
5% de TT. Tomita e colaboradores (2013) encontrdragquéncias maiores (50,5% de CT+TT e
6,5% de TT) analisando 947 amostras sanguineasiliiemes brasileiras residentes em Sao Paulo,
SP por PCR em tempo real. A variacdo na metodokgian amostral pode explicar a diferenca de
frequéncia do alelo polimérfico entre os estudos.

Frequéncias dos genétipos da MTHFR similares aed#abalho foram obtidas com a
populacdo norte-americana (HENAét al, 2005; PIYATHILAKE et al, 2007) e indiana
(NANDAN et al, 2008).

Na populacdo europeia os estudos mostraram fre@sésunilares independente do pais
avaliado, n amostral ou metodologia utilizada: CT+&riou de 49% a 57% e TT de 7% a 11%
(LAMBROPOULOS et al, 2003; ZOODSMAet al, 2005; MOSTOWSKAet al, 2011; VON
KEYSERLING et al, 2011; BOTEZATUet al, 2013).

Em relacédo a populacdo americana, a variacdo amsefoi de 29% a 76% de CT+TT e de
3,5% a 24% de TT. A maioria dos trabalhos foi ezala nos Estados Unidos. Maiores frequéncias
de CT+TT e TT foram observadas em estudos com amastral pequeno (PIYATHILAKEt al,
2000; GOODMAN et al, 2001; HENAO et al, 2005; DELGADO-ENCISOet al, 2006;
PIYATHILAKE et al, 2007; TOMITAet al, 2013; BADIGAEet al, 2014).

Por outro lado, maiores variagcfes de frequéncigethdtipo da MTHFR foram observadas na
populacdo asiética (CT+TT de 7,5% a 69% e TT d&®621%). Entretanto, se a frequéncia dos
genotipos da MTHFR for avaliada considerando as ulagpes indiana e sul-coreana
separadamente, maior homogeneidade € observadzorda do Sul, o gendtipo CT+TT variou de
63% a 69% e TT de 18% a 21% (SUkt.al, 2004; KANGet al, 2005; TONGet al, 2011). Na
India, houve variacdo de 7,5% a 36% de CT+TT e,88@ 2% de TT (NANDANet al, 2008;
SHEKARI et al, 2008b; KOHAAREet al, 2010; PRASAD, WILKHOO, 2011).

6.3) POLIMORFISMO C677T NO GENE DA ENZIMA MTHFR E OESENVOLVIMENTO
DO CANCER CERVICAL

Neste estudo, o efeito do polimorfismo C677T da MRHna carcinogénese cervical foi
avaliado frente a infeccao por HPV e as lesbesipoplasicas e neoplasicas da cérvice uterina.

Em relacdo ao HPV, néo foi observada associacae aninfeccao viral e o polimorfismo
C677T no gene da MTHFR. Resultados similares foottidos em trabalhos com a populagéo
indiana (NANDAN et al, 2008; KOHAAR et al, 2010). No entanto, estudos realizados com
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mulheres norte-americanas e romenas indicaramsamga do polimorfismo C677T como um fator
de risco para a infecgao por HPV (GOODMANal, 2001; BOTEZATUet al, 2013).

Por outro lado, neste trabalho a andlise da aggarido polimorfismo C677T da MTHFR
com as lesOes intraepiteliais e com o cancer armostrou que a presenca do alelo T foi mais
frequente em mulheres sem leséo, sugerindo quel® @dlimorfico possa agir como um fator de
protecdo para esta neoplasia em mulheres brasileifatretanto, os resultados devem ser
interpretados considerando as limitacbes que ssid@apresenta.

Trabalhos realizados com a populacdo norte-ameriearom frequéncia do alelo polimorfico
similar a deste estudo, também indicaram a presgémgmlimorfismo como um fator de protecéo
para o desenvolvimento do cancer cervical (HEN&@I, 2005; PIYATHILAKE et al, 2007).

Contudo, outros trabalhos apontaram a presencaldoqgsfismo C677T no gene da enzima
MTHFR como um fator de risco para o cancer cerie&®f ATHILAKE et al, 2000; SULLet al,
2004; ZOODSMAet al, 2005; NANDAN et al, 2008; VON KEYSERLINGet al, 2011; MElet
al., 2012; BOTEZATUet al, 2013; TOMITAet al, 2013).

Meta-andlises constataram que a forma como o pdismm C677T da MTHFR se associa a
carcinogénese cervical varia de acordo com a etigiado como um fator de risco para asiaticas
(GUO, 2012; WUet al, 2013; YUet al, 2013) e como um fator de protecdo para caucasiana
(LUO et al, 2012; ZHUCet al, 2012; WUet al, 2013).

Ainda, outros estudos ndo encontraram nenhumaaelaptre o polimorfismo C677T
MTHFR e o céancer no colo uterino (LAMBROPOUL@Sal, 2003; DELGADO-ENCISCet al,
2006; KOHAARet al, 2010; MOSTOWSKAet al, 2011; PRASAD, WILKHOO, 2011; LONG@t
al., 2012; XU, ZOU E WANG, 2013; BADIGAt al, 2014).

Desta forma, vérios trabalhos tentaram elucidaamepdo polimorfismo C677T da MTHFR
no desenvolvimento do cancer cervical, mas ostezig ainda sdo controversos e inconclusivos, e
variam de acordo com a etnia (GUO, 2012; LO&t@l, 2012; LUOet al, 2012; MElet al, 2012;
ZHUO et al, 2012; WUet al, 2013; YUet al, 2013). Como exposto, a frequéncia do gendtipo
polimérfico € pequena na maioria dos estudos eriabiidade no n amostral e na metodologia
utilizadas podem levar a grandes alteracfes n&remaéncia, 0 que pode explicar esta controveérsia
(Anexo 8).

A idade é uma variavel que também pode ser comslderO desenvolvimento do céncer
cervical se inicia com a infeccdo pelo HPV de alszo oncogénico, principal cofator desta
neoplasia. Caso a infeccéo persista por 1 ou 2 @ooe haver o surgimento de lesbes cervicais.
Apenas cerca de 10% destas infec¢des progrideamdevao surgimento de lesGes de baixo grau, e
aproximadamente 2% das mulheres infectadas apagsdesdo cervical de alto grau apés anos de
infeccdo persistente. Normalmente, as lesdes degediul se expandem lateralmente ao redor da
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zona de transformacao na regido cervical, levagtadhs até a invasdo do tecido e o surgimento
do carcinoma epidermoide invasor (SCHIFFMAN, WENNZEN, 2013).

Assim, ha faixas etarias mais comuns para cadadiasesenvolvimento do cancer no colo
uterino, sendo que o pico da infeccdo pelo HPV recdurante a adolescéncia e o inicio da vida
adulta, enquanto a maior incidéncia de lesGestdgyedu é observada em mulheres com idade entre
25 e 35 anos. Ja o carcinoma ocorre predominantemamire os 45 e 60 anos de idade
(SCHIFFMAN, WENTZENSEN, 2013).

Neste estudo, observou-se diferenca estatisticansegnificativa da distribuicdo do genotipo
da MTHFR entre casos e controles apenas no grupautteeres com idade superior a 30 anos, em
gue se constatou maior frequéncia do alelo policwdentre aquelas sem lesao na cérvice uterina,
reforcando o resultado de que a presenca do pdigmar age como um fator de protecdo para a
carcinogénese cervical. Assim, a presenca do ptimoérfico em mulheres mais velhas seria um
fator de protecdo em um momento em que ha maiow de surgimento de lesdes cervicais pela
historia natural da infec¢do pelo HPV.

Por outro lado, Sull e colaboradores (2004) cormfi que a presenca do gendtipo
polimorfico aumenta o risco de desenvolvimento alestoplasia em mulheres coreanas mais
jovens, com idade inferior a 40 anos.

Novamente, estes resultados devem ser interpretasioscautela considerando que existem
muitas outras variaveis, além da idade, que inriena remissdo e/ou progressao da infeccédo ao

cancer cervical.

6.4) LIMITACOES DO ESTUDO

Uma das limitacdes deste trabalho foi o n amostittado, dificultando a analise estatistica
devido ao pequeno numero de amostras com o gerpilponorfico TT.

Além disso, a auséncia de dados sobre outros cesapara a carcinogénese cervical, como o
inicio da atividade sexual, nimero de parceirodtipanidade, tabagismo e etilismo, presenca de
outras doencas sexualmente transmissiveis, alénouttes cofatores genéticos também sao
limitacGes que devem ser consideradas.

Ainda, a auséncia de dados sobre a concentragi&a sér folato das participantes deve ser
levada em conta, uma vez que o efeito do polinmadiC677T no gene da MTHFR sobre a
infeccédo pelo HPV e o desenvolvimento do cancevicar pode ser alterado pelos niveis deste
micronutriente (TONGet al, 2011; BADIGAet al, 2014). A presenca do polimorfismo associada
a baixos niveis de folato leva a alteracdes nodmade metilacdo do DNA ndo sé do hospedeiro
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como também do HPV, o que acarreta alteracdo deessgo génica, podendo favorecer a
persisténcia da infec¢do. Além disso, a integridd@®NA pode ficar comprometida, aumentando
as chances de integracdo do material genético dd h® DNA do hospedeiro, processo
fundamental para progresséo da infeccéo ao caneEdiHRet al, 2010; MElet al, 2012).

Quando os niveis de folato estao elevados, indd&dypresentando o gendétipo TT ndo tém a
metilacdo biologica alterada, uma vez que a codwvede 5,10-metilenoTHF a 5-metilTHF fica
preservada. Assim, quando os niveis de folato sficientes, a menor atividade da MTHFR em
individuos com o gendtipo polimoérfico provavelmereuma vantagem no que diz respeito a
prevencdo ao cancer, devido a garantia de sinsdsatoria de nucleotideos (KIM, 2009). Por
outro lado, nas situacdes de deficiéncia desteomitriente, a alta atividade enzimatica de MTHFR
em individuos CC pode ser uma desvantagem, aunumntanchance do desenvolvimento de
neoplasias, devido a alta taxa de conversao demdetilenoTHF a 5-metilTHF, o que compromete

a sintese de nucleotideos (KEkUal, 2002).
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7) CONCLUSAO

A presenca do alelo polimorfico parece agir como fator de protecdo para lesdes pré-
neoplasicas e neoplasicas da cérvice uterina,ipaiincente em mulheres com idade superior a 30
anos. Por outro lado, o polimorfismo C677T no gegam®THFR ndo esta associado a infeccéo pelo
HPV.
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9) ANEXOS

ANEXO 1A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(para utilizacdo de amostras histoldgicas coletaderiormente a este projeto)
“ANALISE DA EXPRESSAO DE PROTEINAS DE CICLO CELUEABE PROLIFERAQAO NAS
LESOES INTRAEPITELIAIS CERVICAIS”
Prezada paciente
Vocé esta sendo convidada a participar de um tproie pesquisa sobre o cancer de colo
uterino e o papilomavirus humano, também chamaddéRi& principal causa destes tumores.

Neste projeto, queremos estudar o material de madhgue tiveram alteracdes diferentes no
colo uterino (leves a mais graves) para buscar @amcador que possa ser usado para auxiliar no
diagnéstico. Sabe-se que a grande maioria dasslggéamalignas de colo uterino ndo progredira
para lesées mais acentuadas ou até mesmo para.cBntetanto, nos dias de hoje, ndo esta
disponivel nenhum marcador para estabelecer gsab l@a progredir e qual ndo ird progredir.
Assim, pode ser que estejam sendo realizados &atas desnecessarios em lesées que nunca
progrediriam para casos mais graves. Entretantopacancer € uma doenca de dificil tratamento
nos estagios mais avancados, a opc¢ao é faze-lo@uer lesédo que tenha o risco de progredir.

Vocé realizou ha algum tempo um exame preventivcadeer de colo uterino (Papanicolaou)
gue mostrou alteracdes que levaram o seu médiglicdas um exame chamado colposcopia. Neste
exame, realizado no Centro Viva Vida em Itabiritanédico analisou o colo uterino com uma lente
de aumento. Como vocé apresentou alteracdo nascolpia, foi feita uma bidpsia, que é a retirada
de uma pequena porcao do colo uterino para serieadanem laboratorio através de microscépio
(exame histolégico). O exame histoldgico foi resdia no Laboratério Tafuri em Belo Horizonte e
forneceu o diagndstico definitivo das alteracdesortradas em seu colo uterino. De posse deste
resultado vocé, provavelmente foi realizado o tnatato. No exame histolégico geralmente €&
analisado apenas uma pequena por¢cdo do materidb at#is biopsias. O restante € mantido em
arquivo no laboratdrio, em pequenos blocos feitespdrafina, durante alguns anos e, depois,
descartado no lixo hospitalar, pois ndo tem malislade.

O que estamos solicitando a vocé é a autorizag@o ytdizacdo dos blocos de parafina da
biépsia que vocé realizou, para ser estudado ersonpmojeto de pesquisa. O material que
pretendemos utilizar é excedente, ou seja, jAdada para o seu diagndostico no passado e agora
nao possui mais utilidade para vocé, ja que o aadol foi emitido, aceito pelo médico e o
tratamento ja estabelecido. Esclarecemos que @ hdecparafina com a bidpsia somente sera
retirado do Laboratério Tafuri se vocé nos der @x#gdo, assinando este Termo de
Consentimento.

Sua participacdo nesse projeto € voluntaria. Vacétera nenhuma vantagem direta em ceder
suas amostras para o projeto porque provavelmameajizou tratamento para as lesdes de colo
uterino que possuia. Na verdade, participando dgforvocé podera estar ajudando outras pessoas
no futuro para que o tratamento das lesdes deutetmo seja mais melhorado.

Caso o0 estudo seja interrompido, o bloco de parafiom a bidpsia sera devolvido ao
Laboratoério Tafuri.

Os dados serdo armazenados em um computador digzadio na sala da professora
Angélica Alves Lima, coordenadora deste estudokEs@ola de Farméacia da UFOP, localizada a
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Rua Costa Sena, 171, Centro, Ouro Preto. A praf@gsogélica € responsavel pela guarda de seu
bloco de bidpsia e das informacdes obtidas a pieté.

Seu nome ou informagdes que venham a identifica vem nenhum momento serao
revelados e garantiremos seu anonimato em pubésagéntificas que venhamos a realizar.

Voceé podera esclarecer qualquer divida sobre etpropm a Préf Angélica Alves Lima ou
com o Prof. Roney Luiz de Carvalho Nicolato, deuseln a sexta-feira, de 8:00 as 11:00 e de 13:00
as 17:00 horas, no LAPAC ou pelo telefone (31) 35696. Vocé também podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Widatte Federal de Ouro Preto no Campus
Universitario, Morro do Cuzeiro, ICEB Il, sala 2%los telefones (31)3559-1368 ou (31)3559-
1370 ou pelo e-mail propp@ufop.br
Desde j4, agradecemos sua colaboracéo.
Eu, , apos ser esclarecida sobre
0 projeto de pesquisa, concordo em participar tialesacima.

Assinatura da Paciente

Assinatura da Coordenadora
Ouro Preto, de de 20
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TERMO DE CONSETIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(para utilizacdo de amostras citoldgicas coletadiéeriormente a este projeto)

“PREVALENCIA DO PAPILOMAVIRUS HUMANO E ESTUDO DOSFATORES
ENVOLVIDOS NA CARCINOGENESE RELACIONADA AO VIRUPBRULACAO DE OURO
PRETO, MG”

Prezada paciente .

Vocé estd sendo convidada a participar de um tpraje pesquisa sobre o Papilomavirus
Humano, também chamado de HPV, principal causaddoet de colo uterino. Esse projeto sera
realizado no municipio de Ouro Preto e seus distré iniciard em Julho de 2008 com término
previsto para setembro de 2009.

Com este estudo saberemos a porcentagem de nsuthereapresentam o HPV e os fatores
relacionados ao desenvolvimento do cancer do colaitdro na populacdo de Ouro Preto, um
Programa de Estudo e Aconselhamento a respeitd?df bltado as mulheres do municipio.

Se vocé quiser participar, devera responder urstigmério e realizar um exame ginecolégico
no qual sera coletada uma amostra de material ldadoaitero para teste citologico e molecular. A
coleta sera realizada por profissional habilitadoom a solicitagdo de seu médico. Além disso,
serdo coletadas amostras de sangue para a pedquEasenca do virus, para a realizacdo de
hemograma, dosagem de folato e vitamina B12 e pa#édise de alguns compostos quimicos
causadores do cancer. Este material sera divididopequenas quantidades e armazenado no
Laboratério Piloto de Analises Clinicas (LAPAC) wd&RCosta Sena, 171, Centro, 35.400-000 —
Ouro Preto — MG e devera ser utilizado exclusivameara as finalidades acima.

Os procedimentos utilizados apresentam risco tmabivisto serem de rotina do clinico e do
laboratorio. Para diminuir os riscos, todo o mateuiilizado sera descartavel, seguindo as normas
de biosseguranca estabelecidas pelo laboratorio.

Sua participacdo nesse projeto € voluntaria. Mfmm#e abandonar o estudo em qualquer
momento sem que isto lhe cause prejuizo, inclusoveeu acompanhamento. Todos 0s exames e
consultas médicas serdo gratuitos e realizadosARALC da UFOP, no Instituto Butantan em S&o
Paulo, nos postos de salde da UFOP e da prefeturscipal de Ouro Preto, seguindo
rigorosamente os critérios estabelecidos.

Todos os dados obtidos serdo mantidos em sigdbercdo apensa a vocé e ao médico
responsavel, o conhecimento deles. Vocé poderaresel qualquer duvida com a Prof.2 Angélica
Alves Lima ou como Prof. Roney Luiz de Carvalhodiito, de segunda a sexta-feira, de 8:00 as
11:00 e de 13:00 as 17:00 horas, no LAPAC ou miédane (31) 3559-1646.

Desde ja, agradecemos sua colaboragéo.

Eu ,
apos ser esclarecida sobre o projeto de pesqoisegrcio em participar do estudo acima.

Assinatura da Paciente

Assinatura da Coordenadora

Outro Preto, de de 20
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ANEXO 1B

Belo Horizonte, 28 de abril de 201

llma. Profa. Dra.
Olivia Maria de Paula Alves Bezerra

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa / UFOP

Prezada Coordenadora,

Autorizo a retirada de blocos de biopsias de pacientes com neoplasia

intraepitelial cervical/carcinoma, armazenados no Laboratorio Tafuri, para

vI90101vd 4d RNAVL OIHQLVHOHV'I

completar a amostragem do Projeto de Pesquisa intitulado “Andlise da
Expressdo de Proteinas de Ciclo Celular e de Proliferagdo nas Lesoes
Intraepiteliais Cervicais”, coordenado pela Professora Dra. Angélica Alves Lima,
do Departamento de Anadlises Clinicas da Escola de Farmacia da Universidade
Federal de Ouro Preto. '

Esclareco que, como colaborador, estou ciente da necessidade e
importéncia da analise da amostragem definida no projeto.

Socio-Proprietario do i de Patologia LTDA

Exames de prevencio - Citologias - Biépsias - Imuno-histoquimica

31 3273-2503
Rua Sio Paule, 893 - Conj. 1009 - 30170-131 - Centro - Belo Horizonte - Minas Gerais - Brasil www.laboratoriotafuri.com.br
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ANEXO 2

MINISTERIO DA EDUCAGCADC
UHIVERSIDADE FEDERAL DE CGURD FRETO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

e Unirsidne - Mo so Cnuosins m
RGO - S Freto - MG - S i
Fore (2] BN -1 Pac (3] 2REE-IITD -

OFICIO CEP N°. 0152012, de 1 de feversiro de 20132

lirna. Sra.
Frofo. Dra. Angélica alwes Lima
DEACL/EMUT/UFOF

Senhorg Pesquisodorg,

E com prozer Que comunicamos o Aprovocoo, pelc Comité ge Efico em Pesguisa oo
Universidode Fegeral de Cwro Preto, do odendo ao seu projets infilukeds “aAndise oo
SXprEsEa0 o8 proteinos oe oiclo celulor e oe proffercofo nos esdes infroepitelios
canfoos. " [CAAE 00220238000-10), que solicita outorzogbo pora inclusBo de
avaliogBo de morcodores biocgquimicos, inflamatarios, genéficos e de matriz tecidual no
miaterial gue ja estda em andise. Em relogdo a aterogdo do fitulo oo projeto de pesquia,
o mesmo foi codostrodo no SENEP com o fitulc anterior, portants pora atteror © Mesmo,

deverd ser regizods novo codostro na Plotoforma Brosil, pok o CAAE estd dretaments

igodo oo tiuks do projets.

Atencicsamente,

- /_fﬁ_ff@en -

Prof. Cr. &ndre Taheaoni Pedrosa da Silva
Coordenodor do Comité de Etica em Fesquisa
Universidode Federal de Owo Freto
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ANEXO 3

Protocolo de extracdo de DNA de amostras histologis: QlAamp® DNA FFPE Tissue
(QIAGEN)

PwpNPE

o

HROONOD

0.

Adicionar 180ul do tampéo ATL e 20ul de proteiniise

Homogeneizar (vortex)

Incubar a 56°C durante a noite

Incubar a 90°C por 1 hora (s6 colocar a amostraenmobloco depois que este tiver
atingido a temperatura de 90°C)

Centrifugar rapidamente apenas para remover algsfduo de amostra que esteja na tampa
do microtubo

Adicionar 2001 do Tampao AL

Homogeneizar (vortex)

Adicionar 200u! de etanol (96-100%)

Homogeneizar (vortex)

Centrifugar rapidamente apenas para remover algsfduo de amostra que esteja na tampa
do microtubo

11.Transferir a amostra pra uma coluna
12.Centrifugar a 8000rpm por 1min

13.Trocar a coluna para um novo tubo coletor de 2mi
14.Adicionar 500u! do tampéao AW1

15.Centrifugar a 8000rpm por 1min

16.Trocar a coluna para um novo tubo coletor de 2ml
17.Adicionar 500! do tampéao AW2

18.Centrifugar a 8000rpm por 1min

19.Trocar a coluna para um novo tubo coletor de 2mi
20.Centrifugar a 14000rpm por 3min

21.Transferir a coluna para um microtubo de 1,5ml
22.Adicionar 100ul do tampéo ATE

23.Aguardar 1 minuto

24.Centrifugar a 14000rpm por 1min

25.Descartar a coluna

26.Armazenar a solucdo de DNA no microtubo a uma teatpe de -80°C
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ANEXO 4

Protocolo de extracdo de DNA de amostras citolégisa illustra blood genomicPrep Mini
Spin® (GE Healthcare)

12 Etapa:
* Adicionar em um microtubo:
e 20ul de Proteinase K
e 400ul de Tampao de lise (frasco de tampa vermelha)
e 200Qul da amostra, apoés esta ter sido homogeneizada
* Homogeneizar (Vortex)
* Aguardar 10 minutos

22 Etapa
» Transferir a amostra para uma coluna
* Centrifugar a 9000 rpm por 1 minuto
» Descartar o que foi depositado no tubo coletor

32 Etapa
* Adicionar 50Qu de Tampao de Lise (frasco de tampa vermelha)
* Centrifugar a 9000 rpm por 1 minuto
» Descartar o que foi depositado no tubo coletor

42 Etapa
* Adicionar 50@ de Tampao de Lavagem (frasco de tampa amarela)
» Centrifugar a 9000 rpm por 3 minutos

52 Etapa
» Transferir a coluna para um novo microtubo
» Adicionar 99ul de Tampé&o de Eluicéo pré-aquecido a 70°C (frdsciampa cinza)
* Aguardar 1 minuto
* Centrifugar a 9000 rpm por 1 minuto
» Descartar a coluna e armazenar o material do miwood uma temperatura de -80°C
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ANEXO 5

Protocolo para coloragéao do gel de poliacrilamidaam nitrato de prata

Solucédo .
(tempo)* Reagente Quantidade
Etanol P.A. 5ml
Fixadora A At -
. A t lacial
(15 minutos) cido acético glacial 250l
Agua destilada 45 ml
Nitrato de prata Nitrato de prata 0,159
(10 minutos) Agua destilada 50 ml
Hidréxido de sédio 159
Rev(i!:';ldora Formaldeido 150ul
Agua destilada gsp 50 ml

*Sob agitacao;
**Até 0 aparecimento das bandas no gel;

SILVA, N. N. T.
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ANEXO 6
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Protocolo de PCR para genotipagem da MTHFR nas amtas citologicas: concentracdo dos

reagentes

Reagentes MTHFR
PCR Master Mix™* 12,54
Iniciadores (10 pmald) 0,25yl
DNA 20ng
Ague qsp 25l

'Promega: 0,2mM de cada desoxirribonucleotideo (QNIBmM de MgGl e 1,0 unidade de Taq DNA dej25
’Nuclease Free-water

Protocolo de PCR para genotipagem da MTHFR nas amtrias citolégicas no Termociclador

NyxTechnik
Gene N° de ciclos Temperatura Tempo Reacao
amplificado (°C)

1 94 r Desnaturacéo
MTHFR 94 1 Desnaturacéao

35 59 30” Anelamento

72 30” Extensao

1 72 5 Extensao final
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ANEXO 7

Conceitos e calculos de sensibilidade, especifiaiia valor preditivo positivo (VPP) e valor
preditivo negativo (VPN) dos testes para pesquisaeddPV.

Observacoes:

a) O diagndstico histopatoldgico foi consideradmogadréo-ouro;
b) Na imuno-histoquimica: teste negativo (marcacZio:) e teste positivo (marcagdpbs%);
c) VP: verdadeiros positivos; VN: verdadeiros negat FP: falsos positivos; FN: falsos negativos.

1) Sensibilidade (s)€ a probabilidade de um individuo avaliado e dodetéer seu teste alterado
(positivo). Numero de individuos doentes e conetpssitivo/namero total de individuos doentes;

g= VP
VP+FN

2) Especificidade (e):é a probabilidade de um individuo avaliado e nortealseu teste normal
(negativo). Numero de individuos normais e cometestgativo/nimero total de individuos
normais;

e=_WVN
VIN+EP

3) Valor preditivo positivo (VPP): € a probabilidade de um individuo avaliado e cosultado
positivo ser realmente doente.

VPP=__VP

VP+FP

4) Valor preditivo negativo (VPN): é a probabilidade de um individuo avaliado e cosultado
negativo ser realmente normal.

VPN=_VN
VN+FN
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ANEXO 8
Frequéncia dos gendétipos da MTHFR de acordo com @afs/etnia, metodologia e n amostral:

TABELA 1: Populagcdo americana.

Genotipo da Associacdao com
Estudo Pais Metodologia amostral MTHFR o cancergcervical
(%: CC/CT/TT)
. PCR/RFLP
Badigaet Estgdos analisado em gel 455 70,8/25,7/3,5 N&o associado
al., 2014 Unidos
de agarose 3%
PCR/RFLP
Piyathilake Estados analisado em gel ~
et al, 2007 Unidos de agarose 1,8% 435 65/30/5 Fator de protegao
Henaoet Estados PCR/RFLP
. analisado em gel 436 65/30/5 Fator de protecéo
al., 2005 Unidos
de agarose 1,8%
Piyathilake Estados N .
et al, 2000 Unidos NI 95 35/50/15 Fator de risco
PCR/RFLP
Goodman ESt.adOS analisado em gel 329 51/43/6 Fator de risco
et al, 2001 Unidos N
de poliacrilamida
Tomitaet Brasil PCR em tempo 947 49,5/44/6,5 Fator de risco
al., 2013 real
Delgado- PCR/RFLP
Encisoet México analisado em gel 159 24/52/24 N&o associado
al., 2006 de agarose 3%
PCR/RFLP
Silva, 2015 Brasil analisado por 240 64/31/5 Fator de protecéo

eletroforese
capilar

*Nao informado pelo autor
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TABELA 2: Populacdo Europeia.

SILVA, N. N. T.

Genotipo da Associacdo com
Estudo Pais Metodologia amostral MTHFR o cancergcervical
(%: CC/CT/TT)
Botezatuet PCR/RFLP
al., 2013 Roménia analisado em gel 150 50/43/7 Fator de risco
de agarose 3%
Von
Keyserlinget Alemanha PCR multiplex 714 46/45/8 Fator de risco
al., 2011
Zoodsmaet Holanda PCR em tempo 1492 50/41/8 Fator de risco
al., 2005 real
Mostowskaet PCR/RFLP
Polbnia analisado em gel 292 43/48/9 N&o associado
al., 2011
de agarose 2%
PCR/RFLP
Lambropoulos L analisado em gel ~ .
et al, 2003 Grécia de agarose 4% 229 44/45/11 N&o associado
TABELA 3: Populagdo Asiatica.
n Genotipo da Associacao com o
Estudo Pais Metodologia amostral MTHFR céncergcervical
(%: CC/CT/TT)
Prasad e
Wilkhoo, India PCR/RFLP 187 92,5/6,9/0,6 N&o associado
2011
zloh;(?lrgt India PCR em tempo real 434 70/28/2 N&o associado
Shekariet PCR/RFLP
India  analisado em gel de 400 74124/2 Fator de protecéo
al., 2008b
agarose 4%
PCR/RFLP
Nandaret India  analisado em gelde 139 64/36 (CT+TT) Fator de risco
al., 2008) ST
poliacrilamida 10%
Tongetal, Coreia .
2011 do Sul PCR em tempo real 892 35/47/18 Fator de risco
Sull et al, Coreia .
2004 do Sul PCR em tempo real 916 31/49/20 Fator de risco
Kanget al Coreia PCR/RFLP .
2005 do Sul analisado em gel de 153 37/42/21 N&o associado

agarose 3%
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