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RESUMO

O Cancer do Colo Utero (CCU) é uma das neoplasias mais frequentes entre as
mulheres e a infeccdo persistente pelo Papilomavirus Humano (HPV) de alto risco
oncogénico é necesséria, mas ndo suficiente para o seu desenvolvimento. Apesar
de estudos terem avaliado a associa¢ao do folato com o CCU, os resultados ainda
nao estdo bem estabelecidos. Na maioria destes trabalhos foi avaliado o folato
sérico e pouco se conhece sobre a relacdo entre os niveis de folato intracelular
cervical e a presenca da infeccao pelo HPV e alteracdes pré-neoplasicas na cérvice
uterina. Por isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a associacao dos niveis séricos
e intracelulares cervicais de folato com a infeccdo pelo HPV e com as lesdes
cervicais. Foram selecionadas 177 mulheres, divididas em dois grupos: Controle
(n=120), composto por mulheres com citologia normal, e Casos (n=57), divido em
mulheres apresentando Células Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado
(ASC-US) (n=21), Leséao Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL) (n=16) e
Lesdo Cervical de Alto Grau (n=20), sendo esse constituido por mulheres
apresentando Lesdo Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL) ou Células
Escamosas Atipicas onde ndo se pode excluir lesdo de alto grau (ASC-H). A
deteccdo e a genotipagem do HPV foram realizadas por PCR-RFLP e as
concentracfes séricas e intracelulares cervicais de folato foram determinadas por
imunoquimioluminescéncia. O valor mediano de folato sérico entre as participantes
foi de 11,9 ng/mL, variando de 4,0 a 42,6 ng/mL. Por outro lado, a mediana de folato
intracelular cervical foi 2,5 ng/mg (0,4-26,6 ng/mg). As concentracdes séricas e
intracelulares cervicais de folato ndo diferiram entre as participantes apresentando
ou nao infeccdo pelo HPV (p=0,344 e p=0,502, respectivamente). Mulheres com
alteracdes citopatoldgicas de alto grau (HSIL+ASC-H) apresentaram menores
concentracbes do micronutriente, sérico (10,8 ng/mL) ou intracelular cervical (2,0
ng/mg), se comparado aos demais grupos (controle, ASC-US e LSIL), embora esta
diferenca ndo tenha sido significativa (Folato sérico: p=0,610; Folato intracelular
cervical: p=0,817). Assim, ndo foi observada associacdo dos niveis séricos e

intracelulares cervicais de folato com a infecg&o pelo HPV ou lesdes cervicais.

Palavras-chave: HPV; lesdes pré-neoplasicas da cérvice uterina; cancer cervical;
folato intracelular cervical; folato sérico.



ABSTRACT

Uterine Cervical Cancer (UCC) is one of the most common neoplasia among women
and persistent high-risk Human Papillomavirus (HPV) infection is necessary, but not
sufficient for its development. Although studies have evaluated the association of
folate with UCC, the results are not still well established. In majority of these studies
serum folate was analyzed and little is known about the relationship between cervical
cellular folate levels and presence of HPV infection and pre-neoplastic abnormalities
in uterine cervix. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
association of serum and cellular cervical folate levels with HPV infection and cervical
lesions. 177 women were selected and divided into two groups: Control (n=120), with
women presenting normal cytology, and Cases (n=57), that was composed by
women presenting Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance (ASC-US)
(n=21), Intraepithelial Lesion (LSIL) (n=16) and High-grade lesions (n=20), with
women presenting High Grade Squamous Intraepithelial Lesion (HSIL) or Atypical
Squamous Cells where high grade lesion cannot be excluded (ASC-H). HPV
detection and genotyping were performed by PCR-RFLP, and cervical serum and
intracellular folate concentrations were determined by immunochemiluminescence.
The median serum folate among participants was 11.9 ng/mL, ranging from 4.0 to
42.6 ng/mL. On the other hand, median intracellular cervical folate was 2.5 ng/mg
(0.4-26.6 ng/mg). Serum and intracellular folate concentrations did not differ among
participants with or without HPV infection (p=0,344 e p=0,502, respectively).
Participants with high-grade cervical lesions (HSIL+ASC-H) presented lower
concentrations of serum folate (10.8 ng/mL) or cervical cell folate (2.0 ng/mg), if
compared to other groups (Control, ASC-US or LSIL), although this difference was
not significant (serum folate: p=0.610, cervical cellular folate: p=0.817). Therefore,
there was no association of serum and cervical cell folate concentrations with HPV

infection or pre-neoplastic lesions in uterine cervix.

Keywords: HPV; uterine cervix pre-neoplastic lesions; cervical cancer; intracellular
cervical folate; serum folate.
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1) INTRODUCAO

O folato, vitamina hidrossolivel do complexo B, atua na manutencdo da
estabilidade genémica, ao fazer parte do metabolismo de nucleotideos através da
sintese de purinas e timidilato, e da metilacdo do DNA (CHOI; MASON, 2000). A
deficiéncia desta vitamina compromete a integridade do DNA através da alteracdo
da biossintese e reparo do material genético. A caréncia de folato também altera a
expressao génica, levando a ativacdo de proto-oncogenes e repressdo de genes
supressores tumorais. Esses mecanismos seriam responsaveis por favorecer a
carcinogénese, relacionando o folato a malignidade tecidual (DUTHIE, 2011).
Estudos demonstraram que os niveis de folato tém sido relacionados a diversos
tipos de tumores, incluindo cancer de mama, ovario, pancreas, cérebro e pulmédo. No
entanto, ndo ha consenso sobre a associacdo do folato com o cancer cervical
(FOWLER et al., 1998; DUTHIE, 2011; LOPES et al. 2017).

A infeccdo persistente pelo Papilomavirus Humano (HPV) de alto risco
oncogénico € um fator crucial, mas néo unico, para o desenvolvimento do cancer do
colo do utero (CCU ou cancer cervical). Cofatores enddgenos e exdgenos estédo
associados a esta neoplasia, tais como o tabagismo, idade, consumo de bebidas
alcodlicas, uso de anticoncepcionais hormonais, idade da primeira relacdo sexual,
namero de parceiros sexuais, multiparidade, imunocompeténcia e fatores
nutricionais (FLATLEY et al., 2014). Em relacdo ao folato, a deplecdo desse
micronutriente pode facilitar a integracdo do DNA do HPV de alto risco oncogénico
no genoma do hospedeiro, propiciando a persisténcia viral. De forma que a
deficiéncia de folato poderia influenciar e modular os eventos que levariam a
carcinogénese induzida pelo HPV (XIAOU et al., 2018).

Diversos estudos avaliaram a associacdo entre o0s niveis de folato e a
carcinogénese cervical. No entanto, o0s resultados observados ainda séo
controversos e inconclusivos. Além disso, a maioria destes considerou apenas a
concentragdo sérica de folato, ao passo que apenas dois trabalhos relacionaram os
niveis intracelulares cervicais de folato (FOWLER et al., 1998; HERNANDEZ et al.,
2003; SANJOAQUIN et al., 2005; FLATLEY et al., 2009; FLATLEY et al., 2014).
Desta forma, compreender melhor o papel dos niveis deste micronutriente nas
células do colo uterino pode esclarecer se esta associacdo existe, representando

uma possibilidade de prevencédo desta neoplasia.
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2) OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis séricos e intracelulares cervicais de folato e a sua
associacdo com a infeccdo pelo HPV e com as alteracdes citopatolégicas na cérvice

uterina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as concentracfes seéricas e intracelulares cervicais de folato na
amostra;

Avaliar a correlagéo entre folato intracelular cervical e sérico;

Comparar as concentracdes de folato entre os grupos apresentando ou nao

infeccéo por HPV e alteragfes citopatoldgicas.
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3) REVISAO DA LITERATURA

No cenario mundial, as neoplasias que atingem o trato anogenital, incluindo o
cancer cervical, sdo responsaveis por grande parte dos tumores em mulheres (ZUR
HAUSEN, 2002).

O CCU € a terceira neoplasia mais frequente na populagdo feminina
brasileira, quando excluidos os casos de cancer de pele ndo melanoma. Cerca de
17 mil novos casos sdo diagnosticados todos os anos no pais, sendo o CCU a
guarta causa de morte entre as mulheres no Brasil (INCA, 2018). Embora os dados
sejam alarmantes, o conhecimento da populacdo sobre HPV, cancer cervical e
vacina contra o HPV ainda é insatisfatorio, como mostram estudos realizados com
adolescentes, responsaveis, professores e trabalhadores da saude no Brasil (OSIS;
DUARTE; SOUSA, 2014; SANTOS, 2017; ABREU et al., 2018).

O cancer cervical pode ser facilmente tratado quando detectado
precocemente. A triagem desta neoplasia se baseia na histéria natural da doenca, e
os programas de rastreio tem diminuido a mortalidade por este tipo de cancer entre
as mulheres brasileiras, em decorréncia da prevencao baseada no rastreamento
citologico, através da realizacdo do Exame Preventivo (ou Exame de Papanicolaou)
(ALVES; GUERRA; BASTOS, 2009). No Brasil, a recomendacdo do Ministério da
Saude é gque mulheres sexualmente ativas realizem o Exame de Papanicolaou entre
25 e 64 anos de idade (INCA, 2016).

Sabe-se que o desenvolvimento do CCU é lento e que diversos cofatores
estdo envolvidos, sendo a infeccdo persistente pelo HPV de alto risco oncogénico o
principal deles (ZUR HAUSEN, 2002; CASTELLSAGUE; MUNOZ, 2003).

3.1 HPV

A infeccéo pelo HPV é considerada a doenca sexualmente transmissivel mais
comum no mundo. Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA),
aproximadamente 80% das mulheres sexualmente ativas poderdo contrair o virus ao
menos uma vez ao longo da vida. Frequentemente, essa infecgcdo se manifesta na

forma de lesdes benignas, os papilomas (verrugas), de onde o nome do virus é
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originado. As manifestacdes clinicas sdo mais comuns nas mulheres, embora

também atinjam os homens (INCA, 2012).

3.1.1. Estrutura

O HPV é um virus encapsulado e possui aproximadamente 55 nm de
diametro (DOORBAR; STERLING, 2001). Seu capsideo é formado por cerca de 72
capsOmeros e possui em torno de 2 nm de espessura. Destes, 60 sdo hexavalentes
e 12 pentavalentes (BAKER et al., 1991).

O genoma de DNA é disposto em fita dupla circular com aproximadamente
8000 pares de bases e contendo oito faixas de leitura aberta (ORF) (Figura 1). Na
infeccéo precoce, ocorre a expressao dos genes denominados E (“early”). Por outro
lado, na fase tardia sdo expressos os genes denominados L (“/ate”) (BERNARD et

al., 2010). A Figura 1 mostra a estrutura do HPV e a funcdo das proteinas virais.

Figura 1 - Genoma do HPV e funcao das proteinas

URR: origem de
replicacdo e controle da URR
expressao génica

E6 E7 E1: replicacdo e transcricdo do DNA viral
E2: replicacdo do DNA wviral, apoptose,
repressor de EGB/ET

E4: replicacdo do DNA viral

ES5: proliferacdo celular, alteracdo dos
caminhos de sinalizacéo, reconhecimento
imunoldgico e apoptose

EB6: degradacdo da p53, alteracdo do ciclo de
regulacdo celular, resisténcia a apoptose dos
Cromossomos instaveis e imortalizacdo
celular

E7: degradacdo de pRB, reentrada na fase
S do ciclo celular, super expressdo de p16,
instabilidade cromossdmica

L1: maior parte das
proteinas do capsideo

L2: proteinas do E1

capsideo

URR: Upstream Regulatory Region (Regido regulatéria). Fonte: Sanjosé, Brotons e Pavon, 2018
(modificada).

A regido expressa precocemente é responsavel por codificar as proteinas E1,
E2, E4, E5, E6 e E7. De forma geral, o papel destas proteinas é regular a
transcricdo e a replicacdo do virus, além de controlar o ciclo celular, permitindo que
o0 HPV seja capaz de transformar e imortalizar as células hospedeiras. O papel de
El, E2 e E4 envolve a replicacdo do DNA viral, além da transcricdo (por E1) e

apoptose e repressdo de E6/E7 por E2 (Figura 1). E5, por sua vez, atua na
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proliferacdo celular, altera as vias de sinalizagdo, € responsavel pelo
reconhecimento imunoldgico e pela apoptose celular. E6 age degradando a proteina
p53, 0 que altera o ciclo de regulacao celular, levando a imortalizacdo das células.
Por outro lado, E7 degrada a proteina do retinoblastoma (pRB), esta ligada a super-
expressdo da proteina pl6, instabilidade cromossdémica e reentrada na fase S do
ciclo celular (DOORBAR, 2017; SANJOSE; BROTONS; PAVON, 2018).

Os genes L1 e L2 d&o origem as proteinas estruturais do capsideo viral, cuja
funcdo é facilitar o empacotamento e a maturacdo do DNA do virus (Figura 1). O
gene L1 é responsavel por codificar maior parte das proteinas que formam os
invélucros virais. Por possuir sequéncias extremamente conservadas entre os HPVSs,
L1 permitiu a identificacdo e classificacdo filogenética dos Papilomavirus
(SANJOSE; BROTONS; PAVON, 2018).

Na regido regulatoria ou de controle (URR), situada entre as regides E e L,
existem sequéncias capazes de controlar a transcricdo dos genes virais (Figura 1).
Nesta mesma regido se encontra a origem de replicacdo (SANJOSE; BROTONS;
PAVON, 2018).

3.1.2 Classificacéo

Os HPVs pertencem a familia Papillomaviridae e estdo distribuidos em cinco
géneros, Alpha-Papillomavirus, Beta-Papillomavirus, Mu-Papillomavirus, Nu-
Papillomavirus e Gamma-Papillomavirus. Entre os HPVs do mesmo género, a
semelhanca entre a sequéncia do gene L1 é de pelo menos 60% (DOORBAR,
2017). HPVs apresentando semelhanca gendémica de 60% a 70% pertencem a
mesma familia. Por outro lado, pertencem a tipos virais diferentes HPVs com
sequéncia de nucleotideos L1 com pelo menos 10% de diferenca (DE VILLIERS et
al., 2004).

Existem mais de 200 tipos de HPV, sendo que cerca de 40 deles sdo capazes
de infectar o trato anogenital de seres humanos. No entanto, a classificacao
filogenética ndo estd associada as propriedades biologicas virais (SANJOSE;
BROTONS; PAVON, 2018).

O tipo de lesdo que se desenvolve esta associado ao risco oncogénico do

virus. Os HPVs que foram encontrados majoritariamente nas verrugas genitais e
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lesdes benignas foram designados como HPV de baixo risco oncogénico (Tabela 1),
sendo os tipos 6 e 11 responsaveis por 80% das verrugas genitais. Além disso, 0s
HPVs 1, 2 e 4 causam geralmente verrugas comuns nas maos e nos pés (DE
VILLIERS et al., 2004; DOORBAR et al., 2012).

Por outro lado, os tipos virais encontrados em tumores malignos foram
classificados como HPV de alto risco oncogénico, sendo encontrados em neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC) e em carcinomas escamosos de colo do Utero (Tabela
1) (CAMARA et al.,, 2003). Os HPVs 16 e 18 sado responsaveis por 20% das
infecgbes, 40% das lesBes em células escamosas cervicais de alto grau e 70% dos
casos de cancer cervical. Os tipos virais classificados como de provavel alto risco
sédo aqueles encontrados com menor frequéncia nos casos de CCU (SCHIFFMAN;
WENTZENSEN, 2013).

TABELA 1: Classificacéo dos tipos de HPV de acordo com o risco oncogénico

Categoria de risco carcinogénico

Tipos de HPV
(Classificacdo IARC)
Alto risco (1A) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
Provéavel alto risco (2A) 68
Possivel alto risco (2B) 26, 53, 66, 67, 70, 73, 82
Baixo risco 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81, e CP6108

Fonte: MUNOZ et al., 2003; MUNOZ et al., 2006; BOUVARD et al., 20009.

3.1.3. Transmissao

O HPV é transmitido principalmente pela via sexual (contato genital-genital,
genital-oral, genital-manual), como identificado ha 40 anos. Para que a transmissao
ocorra, € necessario um contato direto com a pele ou mucosa infectadas, além de
uma microabrasao no epitélio, evento comum durante o ato sexual (ZUR HAUSEN,
2002). E possivel contaminar-se com o HPV com uma Unica exposicdo (BRASIL,
2017).

Existem ainda outras formas de transmissdo mais raras, como a vertical (da
mae para o feto) e a horizontal (através do compartilhamento de objetos, toalhas ou
contato com secre¢des contaminadas) (SYRJANEN; PURANEN, 2000).
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3.1.4. Associacao da infec¢ao por HPV com o cancer cervical

A infeccdo pelo HPV se inicia quando o virus infecta as células basais do
epitélio escamoso da pele ou mucosas (Figura 2). Estas células sdo menos
diferenciadas, conservando sua atividade mitética. O HPV tem acesso a essas
células, através da interacao entre os receptores especificos da superficie celular e
as proteinas do capsideo viral. A infeccdo ocorre principalmente da Zona de
Transformacdo Cervical, embora todo o trato anogenital possa ser infectado
(SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013).

Figura 2 - Representagédo esquematica da progressao das lesdes escamosas

intraepiteliais

Cérvice normal Lesao intraepitelial escamosa Céncer invasivo

Baixo gfau Alto gfau
Neoplasia Intraepitelial Cervical

Grau 1 % Grau 2 Grau 3

Particulas virais
infecciosas
Epitélio escamoso — ®E

Zona Superficial

Camada média

Camada basal ’

Derme

Fonte: Sanjosé, Brotons e Pavon, 2018 (modificada).

Apés infeccdo, o virus passa por um periodo de incubacédo de duas a trés
semanas. Em seguida, o sistema imune pode eliminar o HPV naturalmente ou a
infeccdo pode persistir levando ao desenvolvimento de lesbes (MAGLENNON;
MCINTOSH; DOORBAR, 2011; DOORBAR, 2017).

Inicialmente, o genoma viral pode ndo se integrar ao do hospedeiro,
permanecendo no nucleo da célula na forma epissomal. Durante esse periodo da
infeccdo, o DNA viral sofre replicagdo junto ao DNA celular, gerando de vinte a
cinquenta cépias por célula. Contudo, em infecgcbes por HPVs de alto risco

oncogénico, geralmente observa-se a integracdo do DNA do virus ao cromossomo
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do hospedeiro, favorecendo a superexpressédo dos oncogenes virais E6 e E7 através
da ruptura de E2. O processo carcinogénico se inicia com E6 e E7, através da
inibicdo da atividade das proteinas p53 e pRB, respectivamente. Todavia, €
necessario também o acumulo de alterag6es adicionais no gene do hospedeiro para
levar ao carcinoma. A variacdo genética do virus, além do gendtipo do HPV, poderia
explicar em parte as diferencas de persisténcia e risco de carcinogénese entre as
infeccbes positivas para o mesmo tipo de HPV (DOORBAR; STERLING, 2001,
SANJOSE; BROTONS; PAVON, 2018).

O processo que leva ao CCU é lento, podendo durar anos a partir do
momento em que a infeccdo pelo virus do HPV é adquirida (SCHIFFMAN;
WENTZENSEN, 2013). Além disso, apenas uma pequena fragcdo das infeccbes
virais persiste e causa lesdes cervicais pré-neoplasicas e neoplasicas (SANJOSE;
BROTONS; PAVON, 2018).

As analises citologicas seguem a Nomenclatura Brasileira para Laudos
Citopatologicos Cervicais (INCA, 2012), baseada no Sistema de Bethesda de 2014
(NAYAR; WILBUR, 2015). Segundo o mesmo, o primeiro sinal de anormalidade
cervical seria a presenca de Células Escamosas Atipicas de Significado
Indeterminado (ASC-US) observadas atravées do Exame de Papanicolaou. Essa
alteracao, por sua vez, pode progredir para uma Lesao Intraepitelial Escamosa de
Baixo Grau (LSIL) que é equivalente as displasias leves propostas por Richard,
chamadas de Neoplasias Intraepiteliais Cervicais de grau 1 (NIC 1). A lesdo mais
préxima de evoluir para um cancer cervical € a Lesao Intraepitelial Escamosa de Alto
Grau (HSIL) que, por sua vez, corresponde as displasias moderadas a graves (NIC 2
e NIC 3). A gravidade das lesdes aumenta a medida que o epitélio estratificado
normal é substituido por um epitélio mitoticamente ativo, de forma que ha uma maior
probabilidade de progredir de forma irreversivel para uma neoplasia (Figura 2)
(SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013).
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3.2. COFATORES

A infeccdo persistente pelo HPV ndo é determinante para transformacéo
maligna completa das células do colo uterino. A progressao das lesGes até o cancer
cervical depende de interacdes complexas entre o virus, o hospedeiro e 0 ambiente
(SANJOSE; BROTONS; PAVON, 2018).

Muitos agentes estdo associados a malignidade, de forma a modular a
progressao da infec¢@o a neoplasia. Alguns sdo inerentes ao hospedeiro, tais como
a resposta imunolégica e a idade. Outros sdo comportamentais, assim como a
presenca de outras infeccdes sexualmente transmissiveis, tabagismo, inicio da
atividade sexual, nimero de parceiros sexuais, multiparidade e uso cronico de
contraceptivos hormonais. Contudo, fatores genéticos e nutricionais também tém
sido investigados, como os niveis de folato (CASTELLSAGUE; MUNOZ, 2003).

3.2.1 Folato

Todas as formas coenzimaticas do folato atuam transferindo unidades de
carbono. O folato é convertido em 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-metilenoTHF)
gue, por acao enzimatica da metilenotetrahidrofolatoredutase (MTHFR), se torna 5-
metiltetrahidrofolato (Figura 3). Este, por sua vez, é substrato do ciclo da metionina,
onde a S-AdenosilMetionina (SAdoMet) é formada. A SAdoMet atua diretamente na
metilacdo do DNA e quando ha deplecéo de folato, observa-se hipometilacdo global
do genoma, com ativacdo de proto-oncogenes e silenciamento de genes
supressores tumorais. Assim, a diminuicdo dos niveis de SAdoMet € pro6-
carcinogénica ao alterar a expressao génica (MILLER et al., 1994; MASON; CHOI,
2000).

Sabe-se que ha uma via alternativa para o ciclo da metionina. Esta via nédo
requer folato e é capaz de regenerar a metionina a homocisteina utilizando a
betaina. Todavia, a deficiéncia dietética de folato diminui drasticamente o pool da
SAdoMet, de forma que a via alternativa € incapaz de suprir a demanda
completamente (MILLER et al., 1994).
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Figura 3 - Metabolismo do folato
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MTHFR: metilenotetrahidrofolato redutase; CBS: cistationina B-sintase; DHF: dihidrofolato; GNMT:
glicina N-metiltransferase; MS: metionina sintase; SAdoHci: S-adenosilhomocisteina; SAdoMet: S-
adenosilmetionina; SHMT: serina hidroximetiltransferase; THF: tetrahidrofolato; TS: timidilato sintase.
Fonte: CHOI, MASON, 2000 (modificada).

O folato também atua na sintese de DNA, uma vez que as bases
nitrogenadas — timidina, adenosina e guanina — sdo formadas a partir da conversao
de desoxiuridinamonofosfato (dUMP) em desoxitimidinamonofosfato (dTMP),
mediada pelo 5,10-metilenoTHF (Figura 3). A producdo de nucleotideos é
fundamental para a sintese e reparo do DNA. Na deficiéncia persistente de folato, ha
o comprometimento do equilibrio entre os substratos de purina e pirimidina. A
uracila, que nao se encontra no DNA em situacfes normais, pode entdo ser
incorporada a molécula, sendo rapidamente removida pelas enzimas de reparo.
Essa remocdo gera quebras na fita de DNA, o que favorece transformacdes
malignas (DUTHIE, 2011).

Assim, o folato esta envolvido em uma série de reacBes bioquimicas
essenciais para vida, e sua deficiéncia tem sido implicada no desenvolvimento ou
aumento de certos tipos de cancer (BALUZ; CARMO; ROSAS, 2002).

A alteracdo da metilagcdo do DNA é um fator epigenético frequente no cancer
cervical e a hipometilacdo global do DNA € um evento que precede a carcinogénese
em diversos tecidos (PIYATHILAKE et al., 2010; FOWLER et al., 1998). Embora o

papel do folato na estabilidade gendémica e na metilacdo do DNA esteja bem
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consolidado, a associacado entre os niveis deste nutriente com a infecgédo pelo HPV e
com a historia natural do cancer cervical ainda é incerta (FOWLER et al., 1998).

Sabe-se que a deficiéncia de folato pode reduzir a imunocompeténcia, uma
vez que leva a mudancas megaloblasticas no epitélio cervical (SHIKANY et al.,
2004). Consequentemente, a mulher se torna mais susceptivel a infec¢éo pelo HPV
e também a sua persisténcia, uma vez que € menor a probabilidade de ocorrer sua
eliminacdo (FLATLEY et al., 2009).
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4) METODOS

4.1. SELECAO DAS PACIENTES

Foram selecionadas 177 mulheres com idade entre 18 e 67 anos para este
trabalho. Destas, 120 apresentaram citologia normal (Controle). Por outro lado, o
grupo de Casos, composto por 57 mulheres, apresentou alteracdes citopatoldgicas,
dividido em trés subgrupos de acordo com o diagnéstico citologico: (1) ASC-US
(n=21); (2) LSIL (n=16) e (3) Lesao cervical de alto grau (HSIL e ASC-H) (n=20).

As mulheres foram convidadas a participar do estudo, informadas sobre os
objetivos do trabalho, o protocolo e os procedimentos a serem realizados, bem como
os riscos e beneficios da sua participacdo nesta pesquisa. Aquelas que aceitaram
participar assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A) e
foram entrevistadas (Anexo B).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), CAAE: 88479718.0.0000.5150 e
CAAE: 57187316.7.0000.5150 (Anexo C).

4.2. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

4.2.1 Amostras cervicais

A coleta das amostras cervicais foi realizada em maca apropriada,
submetendo as pacientes aos procedimentos do Exame Preventivo de cancer do
colo do utero (ou Exame Papanicolaou) realizado por enfermeiros e médicos das
Unidades Basicas de Saude (UBS) do municipio de Ouro Preto, do Centro de
Atencdo Especializada (CEAE) de Itabirito, e do Hospital Maternidade Odete
Valadares e Hospital da Baleia, ambos localizados em Belo Horizonte.

Primeiramente, foi introduzido o espéculo de “Collins” no canal vaginal e foi
realizada a inspecédo do colo do Utero da paciente. Em seguida, coleta convencional
dupla foi realizada com espatula de Ayre para amostra da ectocérvice e escova
cilindrica (Cytobrush®) para amostra da endocérvice. O material cervical coletado

com espatula e escova foi transferido para uma lamina de vidro, através da
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realizagcdo de um esfregaco. As laminas foram identificadas com as iniciais da
paciente, data de nascimento e o numero de protocolo. O esfregaco foi fixado em
alcool 95% e conservado no mesmo até serem submetidos ao procedimento de
coloracdo pelo método de Papanicolaou. A andlise citologica das laminas foi
realizada no Laboratério de Andlises Clinicas (LAPAC) da Escola de Farmécia da
Universidade Federal de Ouro Preto. O Sistema de Bethesda 2014 foi utilizado como
base para producéo do relatério citolégico (NAYAR; WILBUR, 2015).

Apos confeccdo da lamina de vidro para analise citolégica, a escova utilizada
foi colocada em microtubo de 1,5mL, contendo 1,0mL de tamp&o fosfato-salina
(PBS). Os microtubos contendo as amostras foram mantidos sob refrigeragéo a
-20°C para posterior pesquisa de HPV e determinacdo da concentracdo de folato

intracelular.

4.2.2 Amostras sanguineas

Foi realizada a coleta sanguinea através de puncdo venosa, sem 0 uso de
anticoagulante. O soro foi separado por centrifugacdo e armazenado a -20°C até o

processamento, para dosagem de folato.

4.3. PESQUISA DO HPV

4.3.1 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA das amostras cervicais foi utilizado o kit illustra blood
genomicPrep Mini Spin Kit® (GE Healthcare). A amostra foi incubada juntamente
com um tampao de lise e Proteinase K por 10 minutos. ApGés a incubacéo, transferiu-
se a amostra para uma coluna em que as moléculas de DNA se ligam a uma
membrana de silica na presenca de uma solucdo caotrOpica. A remocdo de
contaminantes foi realizada durante a lavagem e secagem, utilizando tampdes
especificos e centrifugacdes. O DNA foi entdo eluido com tampdo especifico e
armazenado a -20°C até o seu processamento. O Anexo D apresenta o protocolo
completo da extracdo de DNA.

4.3.2 Avaliacédo da qualidade e integridade do DNA extraido
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A qualidade e integridade do DNA extraido foram avaliadas através da
amplificacdo do gene B-actina pela técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) com os iniciadores BAF (TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAC) e BAR
(TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG). Em cada reacao, foram utilizados 12,5uL
de PCR Master Mix® (Promega) [0,2mM de cada desoxirribonucleotideo (dNTP),
1,5mM de MgClz e 1,0 unidade de Taq DNA polimerase de 25puL], 3,5uL de agua
(“Nuclease Free-water”), 2,0uL de cada iniciador BAF/BAR (10pmol/uL) e 5uL da
solucdo com o DNA extraido, contendo cerca de 200ng/uL de DNA. O protocolo de
reacdo foi: 95°C durante 4 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos,
51,5°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, extensao final a 72°C durante 7
minutos.

Os produtos de amplificacdo foram identificados por eletroforese em gel de
agarose 2% corado com GelRed® (Biotium). Para aplicacdo em gel, foram utilizados
5uL do produto amplificado e 1uL de Loading Dye Buffer 6X® (Fermentas) (0,25%
de azul de bromofenol, 15% de Ficol tipo 400).

A amplificacdo de fragmentos de 350pb, correspondentes ao gene B-actina,

indicou as amostras viaveis para pesquisa de HPV (Figura 4).

4.3.3 Deteccéao do HPV

A pesquisa de HPV foi realizada pela amplificacdo do DNA viral através da
técnica da PCR utilizando MY09 (CGTCCCAGGGGATACTGATC) e MY1ll
(GCCCAGGGTCATAATAATGG). Os reagentes utilizados foram 12,5uL de PCR
Master Mix® (Promega), 0,5uL de agua (“Nuclease Free-water”), 1,0uL de cada
iniciador MY09/MY 11 (10pmol/uL) e 10uL da solugdo com o DNA extraido, contendo
cerca de 200ng/ul de DNA. O protocolo de reagao foi padronizado: 95°C durante 4
minutos, seguido de 40 ciclos a 94°C por 1 minuto, 51,5°C por 1 minuto e 72°C por 1

minuto, extensédo final a 72°C durante 7 minutos.
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Figura 4 - Etapas da deteccdo do HPV
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Os produtos de amplificacdo para os iniciadores MYQ09/MY1ll foram
identificados da mesma maneira que para os iniciadores BAF/BAR.

Foram consideradas positivas para a presenca do HPV, as amostras em que
amplificacdo de fragmentos de 450pb correspondentes ao gene L1 do virus foram
observados.

As amostras em que a infeccdo viral ndo foi detectada com os iniciadores
MY09/MY11 foram analisadas utilizando 0Ss iniciadores GP5+
(TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC) e GP6+ (GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC)
pelo método da PCR, como mostra a Figura 4. Em cada reacdo, foram necessarios
6,25uL de PCR Master Mix® (Promega), 0,5uL dos iniciadores GP5+ e GPG6+,
0,25uL de agua (“Nuclease Free-water”) e 5uL da amostra de DNA.

O protocolo de reacéo foi padronizado: 95°C durante 4 minutos, seguido de
40 ciclos a 94°C por 1 minuto, 40 ciclos a 45°C por 1 minuto, 40 ciclos a 72°C por 45
segundos, extensao final a 72°C durante 5 minutos.

Os produtos de amplificacdo para os iniciadores GP5+/GP6+ também foram
identificados da mesma maneira que para os iniciadores BAF/BAR.

Foram consideradas positivas para a presen¢a do HPV, as amostras em que
amplificacdo de fragmentos de 110pb correspondentes ao gene L1 do virus foram

observados.
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4.3.4 Genotipagem de HPV

Uma vez detectado o virus do HPV através da técnica da PCR utilizando os
iniciadores MY09 e MY11, foi possivel realizar a genotipagem do virus por digestao
enziméatica (RFLP) do fragmento viral do DNA do virus, utilizando as enzimas de
acdo rapida Bam HI® (Thermo Scientific), Dde I® (Thermo Scientific), Hae IlI®
(Thermo Scientific) e Hinf I® (Thermo Scientific) (Figura 4).

A digestao foi realizada com 1uL cada uma das enzimas, além de 2uL do
tampéo FastDigest Green Buffer 10X®, 17uL de agua (“Nuclease Free-water”) e
10uL de amostra de DNA amplificado. Cada amostra foi incubada com as quatro
enzimas de restricdo, separadamente. A incubacédo foi realizada no Termociclador
NYX Technik® com duracéo de 5 minutos.

Os fragmentos gerados pela restricdo enzimatica foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 2% corado com GelRed® (Biotium). Para aplicacao
em gel, foram utilizados 10 yL na reagao para cada enzima e “Loading Dye Buffer
6X” Fermentas®.

Os resultados foram interpretados segundo Kaneshima e colaboradores
(2001).

4.4 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE FOLATO

As dosagens de folato sérico foram realizadas no equipamento Access 2®
(Beckman Coulter), que utiliza a técnica de imunoquimioluminescéncia. Neste
trabalho, foi considerado o valor de referéncia de folato como 25,9 ng/mL (Beckman
Coulter).

Para dosagem do folato intracelular cervical, as amostras da endocérvice
previamente coletadas e armazenadas a -20°C em PBS foram incubadas a 90°C
para lise celular. Posteriormente, estas amostras foram homogeneizadas
vigorosamente no agitador e centrifugadas a 9.000 rpm durante 3 minutos. Apds a
centrifugagdo, 300 uL do sobrenadante foram utilizados para a dosagem de
proteinas e folato intracelular (FLATLEY et al., 2014). A dosagem de folato foi
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realizada no equipamento Access 2® (Beckman Coulter), da mesma forma que a
dosagem sérica do micronutriente.

Por outro lado, a dosagem de proteinas foi realizada com o conjunto
diagnostico Bioprot LCR/U® (Bioclin), pelo método colorimétrico (Vermelho de
Pirogalol), no equipamento CM200® (Wiener). Uma vez que as quantidades de
amostra obtidas pelas raspagens utilizando a escova cilindrica ndo sé&o
padronizadas, foi necessario calcular os niveis intracelulares de folato em relacdo a
guantidade de proteinas, através da seguinte formula:

Folato (ng/mg)= folato (ng/mL) / proteinas totais (mg/dL) * 100
As concentragdes de folato intracelular cervical foram expressas em ng/mg de

proteina.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para realizar as andlises estatisticas foi utilizado o programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) para Windows verséo 17.

A avaliacdo da normalidade das concentracfes de folato foi avaliada utilizando-
se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Estatistica descritiva foi realizada para analise
das concentracfes de folato, infeccdo pelo HPV e atipias celulares na populacdo de
estudo. Teste de X2, Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados para
comparacao das concentracdes de folato entre os grupos. A avaliacao da correlacéo
entre as concentracfes séricas e intracelulares cervicais de folato foi realizada
através da Correlacdo de Spearman (rs). Esta correlacao é indicada pelo coeficiente
rs, que pode variar de -1 a 1. Quanto mais proximo o valor de estiver de 1, maior a
correlacdo positivas entre os dois conjuntos. Por outro lado, quanto mais o valor se
aproxima de -1, maior a correlacdo negativa, ou seja, os dois grupos s&o
inversamente proporcionais. A proximidade de rs de zero sugere que o0s dois
conjuntos nao estao correlacionados (STEVENSON, 2001).

Valores de p<0,05 foram considerados como evidéncia de associacao

estatisticamente significativa em todos os testes.
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5) RESULTADOS

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas sociodemograficas e
comportamentais das mulheres participantes deste estudo. A maioria tinha 40 anos
ou mais de idade (55,9%, n=99) e residia em zona urbana (86,4%, n=153). Em
relacdo aos fatores comportamentais, maior parte era casada ou possuia parceiro
fixo (81,3%, n=144), teve trés ou mais parceiros sexuais (53,7%, n=95), ndo fazia
uso de contraceptivos hormonais (62,7%, n=111), e teve duas gestacdes (28,8%,
n=51). Além disso, 46,9% (n=83) possuia ensino médio, 86,4% (n=153) ndo era
tabagista e 59,3% (n=105) consumia bebidas alcbolicas regularmente.

N&do foram observadas diferencas significativas entre as caracteristicas
sociodemograficas e comportamentais das participantes nos grupos de casos e
controle (p>0,05) (Tabela 2).

TABELA 2: Caracteristicas sociodemograficas e comportamentais da amostra

Caracteristicas Total Controle Casos
n n (%) n (%) P

Idade (anos)
<40 99 63 (52,5) 36 (63,2) 0,241
>40 78 57 (47,5) 21 (36,8)
Zona
Urbana 153 101 (84,2) 52 (91,2) 0,295
Rural 24 19 (15,8) 5 (8,8)
Renda familiar per-capita
(salarios minimo*/més)*
<1 130 85 (73,3) 45 (81,8) 0,182
lal9 35 25 (21,6) 10 (18,2)
2 6 6 (5,2) 0 (0)
Estado civil
Casada/Parceiro fixo 144 96 (80,0) 48 (84,2) 0,798
Solteira 22 16 (13,3) 6 (10,5)
Vilva/Divorciada 11 8 (6,7) 3(5,3)
Idade da primeira relagcédo sexual
(anos)?
=18 93 62 31 0,810
<18 82 57 25
N° de parceiros sexuais
1 55 43 (35,8) 12 (21,1) 0,139
2 27 17 (14,2) 10 (17,5)

>3 95 60 (50,0) 35 (61,4)




TABELA 2: Continuagéao

Caracteristicas Tontal Cf]”(to;g'e %a(s()z)s p
Uso de contraceptivos
hormonais
Nao 111 79 (65,8) 32 (56,1) 0,280
Sim 66 41 (34,2) 25 (43,9)
Gestacgbes®
0 28 17 (14,5) 11 (19,3) 0,592
1 34 23 (19,7) 11 (19,3)
2 51 33(28,2) 18 (31,6)
3 28 18 (15,4) 10 (17,5)
>4 33 26 (22,2) 7(12,3)
Escolaridade
Nivel Superior 13 11 (9,2) 2 (3,5) 0,310
Ensino Médio 83 53 (44,2) 30 (52,6)
Ensino Fundamental/Analfabeta 81 56 (46,7) 25 (43,9)
Tabagista
Nao 153 107 (89,2) 46 (80,7) 0,193
Sim# 24 13 (10,8) 11 (19,3)
Etilista
Nao 72 50 (41,7) 22 (38,6) 0,822
Sim# 105 70 (58,3) 35 (61,4)
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Participantes excluidas devido & auséncia de dados: 'Seis; *Duas; *Trés. “Quantidade e frequéncia ndo determinadas. *O valor
do salario minimo vigente é de R$ 998,00.

O valor mediano de folato sérico entre as participantes foi de 11,9 ng/mL,

variando de 4,0 a 42,6 ng/mL. Por outro lado, a mediana dos niveis de folato

intracelular cervical foi 2,5 ng/mg, e os valores minimo e maximo foram 0,4 e 26,6

ng/mg, respectivamente

(Tabela 3).

concentracdes sérica e celular cervical de folato (r,= 0,111; Tabela 3; Figura 5).

TABELA 3: Concentracao sérica e intracelular cervical de folato

N&o foi encontrada correlacdo entre as

Folato Q1; Mediana; Q3 Min-Max MédiazDP Correlagao (rs)
Sérico (ng/mL) 9,2;11,9; 16,0 4,0-42,6 13,2+6,0 0.111
Intracelular cervical (ng/mg) 1,5, 2,5;4,4 0,4-26,6 3,814,0 ’

Q1: Primeiro quartil; Q3: Terceiro quartil; Min: Minimo; Max: Maximo; DP: Desvio Padrao.
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Figura 5 - Correlagéo entre folato intracelular (ng/mg) e folato sérico (ng/ml)
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A infeccao por HPV estava presente em 64 mulheres (36,2%), sendo que a
maioria apresentou infec¢do por tipos virais de alto risco oncogénico: HPV 16
(25,0%, n=13), HPV 18 (7,8%, n=5), HPV 33 (7,8%, n=5), HPV 31 (1,9%, n=1), e
HPV 52 (1,9%, n=1). Nao foi possivel definir o tipo de HPV em 53,0% das amostras
positivas (n=34).

O valor mediano de folato sérico entre as participantes negativas para a
infeccéo pelo HPV foi de 11,7 ng/mL. J& a mediana para as mulheres positivas para
a infeccao foi similar (12,4 ng/mL) (Tabela 4). Resultados semelhantes foram obtidos
para os niveis de folato intracelular cervical: a mediana foi de 2,6 ng/mg para as
participantes HPV negativas e de 2,3 ng/mL para as HPV positivas. Nao foi
encontrada diferenca significativa das concentracdes séricas (p=0,344) e
intracelulares cervicais de folato (p=0,502) entre as participantes apresentando ou
nao infeccdo pelo HPV (Tabela 4).

Considerando-se apenas as mulheres com infec¢cdo por HPV de alto risco
oncogénico (n=25), a mediana das concentracdes de folato intracelular cervical
também foi igual a 2,3 ng/mg, enquanto a concentracdo mediana de folato sérico foi
maior (13,9 ng/mL). No entanto, se comparado as mulheres sem infecgcéo viral,
novamente nao se observou diferenga significativa entre os grupos (dados nao

apresentados).
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TABELA 4: Concentrac@o sérica e intracelular cervical de folato de acordo com a
infeccao por HPV

Folato HPV
Q1; Mediana; Q3 Negativo Positivo .
(Min-Max) (n=113) (n=64) P
fpi 8,4;,11,7,16  9,6; 12,4;16,2
Sérico (ng/mL) (4,0-42,6) (5,5-28.4) 0,344
_ 1,5; 2,6; 4,3 1,1;2.3;4,7
Intracelular cervical (ng/mg) (0,4-16.2) (0,6-26,6) 0,502

Q1: Primeiro quartil; Q3: Terceiro quartil; Min: Minimo; Max: Maximo; DP: Desvio Padr&o.
*Teste de Mann-Whitney.

A Tabela 5 mostra as concentracBes sérica e intracelular cervical de folato
entre 0s grupos de casos e controle. O grupo de alteracdes citopatologicas de alto
grau (HSIL+ASC-H) apresentou as menores concentracbes do micronutriente, seja
avaliado no soro (10,8 ng/mL) ou nas células cervicais (2,0 ng/mg) se comparado
aos demais grupos (controle, ASC-US e LSIL). No entanto, ndo foi encontrada
diferenca significativa das concentracdes do micronutriente entre 0S grupos
avaliados (Folato sérico: p=0,610, Folato celular cervical: p=0,817). Nao foram
encontradas diferencas significativas quando se avaliou a infeccdo por HPV

concomitante as lesdes (dados ndo apresentados).

TABELA 5: Concentracao sérica e intracelular cervical de folato de acordo com a
presenca de alteracdes citopatologicas pré-neoplasicas

Folato Controle Casos
Q1; Mediana; Q3 (n=120) ASC-US LSIL HSIL+ASC-H p*
(Min-Max) (n=21) (n=16) (n=20)
, . 8,4;11,8; 16,0 10,0;15,0;16,4 10,1;12,4;15,0 7,5;10,8;17,4
seicoamMb)  (53426)  (63196)  (8.628.4) 40219 %
Intracelular 1,5, 2,7,4,5 1,3,2,7;4,2 1,1,2,35,4 1,0;2,0;4,6 0817
cervical (ng/mg) (0,6-16,2) (0,4-15,3) (0,6-13,5) (0,7-26,6) '

Q1: Primeiro quartil; Q3: Terceiro quartil; Min: Minimo; Max: Maximo; DP: Desvio Padréo; ASC-US:
Células Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado; LSIL: Lesado Intraepitelial de Células
Escamosas de Baixo Grau; HSIL: Lesdo Intraepitelial de Células Escamosas de Alto Grau; ASC-H:
Células Escamosas Atipicas ndo podendo excluir HSIL.

*Teste de Kruskal-Wallis.
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6) DISCUSSAO

O potencial papel do folato como agente protetor contra o cancer vem sendo
alvo de estudos, uma vez que diversas reag¢des bioquimicas essenciais para a vida
envolvem esse micronutriente, e a sua deficiéncia tem sido associada ao
desenvolvimento de neoplasias, incluindo cancer de mama, ovario, pancreas,
cérebro e pulmdo (DUTHIE, 2011; ZHAO et al., 2016; XIAOU et al., 2018). Em
relacdo a carcinogénese cervical, ainda ndo esta claro o papel deste micronutriente
e a maioria dos estudos foi realizada avaliando as concentracdes séricas dessa
vitamina (TOMITA et al., 2013; BAI et al., 2014; GONG et al., 2018). Neste estudo,
foi avaliada a associacdo tanto dos niveis séricos quanto dos intracelulares cervicais

do folato com a infeccéo por HPV e lesdes cervicais.

6.1 FOLATO SERICO

Nesse estudo a concentracdo mediana de folato sérico foi ligeiramente maior
nas mulheres HPV positivas, embora a diferenca ndo tenha sido significativa. De
maneira similar, um estudo americano ndo encontrou associacdo entre a
persisténcia da infeccdo pelo HPV e a ingestdo de folato. Isto €, ndo houve
diminuicdo significativa no risco de infeccédo viral tanto para ingestdo de folato,
guanto para suplementacao de folato ou concentracdes circulantes do micronutriente
(SEDJO et al., 2002). Uma pesquisa brasileira realizada com individuos do sexo
masculino também n&o observou associacdo entre a ingestdo de folato e a
persisténcia da infeccdo pelo HPV de alto risco oncogénico, sugerindo que outros
fatores além das concentracdes séricas de folato podem exercer influéncia na
persisténcia desta infeccao viral (LOPES et al., 2017).

Por outro lado, o papel protetor do folato quanto a infec¢cdo pelo HPV foi
observado por varios autores. Em mulheres indianas e turcas, por exemplo, menores
niveis de folato sérico foram encontrados entre as participantes positivas para o
virus (ABIKE et al., 2011; PATHAK; BHATLA; SINGH, 2012; PATHAK et al., 2014).
No Reino Unido, baixos niveis séricos do micronutriente foram observados em
mulheres com HPV-AR (FLATLEY et al., 2009). A diminuicdo dos niveis de folato

pode comprometer o sistema imunolégico, aumentando a vulnerabilidade a infeccao
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pelo HPV (SHIKANY et al., 2004; FLATLEY et al.,, 2009). A discrepancia destes
achados com os do presente estudo pode ser devido ao pequeno n amostral de
casos e a grande variabilidade nas concentracdes de folato.

Além da infecgéo por HPV, neste trabalho, também foi avaliada a associagéo
das concentracdes séricas de folato com as alterac6es pré-neoplasicas da cérvice
uterina. Menores niveis de folato sérico foram encontrados no grupo de alteracdes
citopatologicas de alto grau (HSIL+ASC-H), embora ndo tenha sido encontrada
associacao significativa entre as concentra¢cdes do micronutriente e a presenca de
anormalidade celular cervical.

Em estudo realizado nos Estados Unidos, observou-se que quanto menores
os niveis de folato RBC, mais severas as lesbes da cérvice uterina. Assim, o folato
seria capaz de induzir apoptose e inibir a proliferacdo de células cervicais, sendo a
ingestdo adequada deste micronutriente uma forma efetiva de prevenir as lesbes
cervicais (LI et al., 2018). Em uma pesquisa de larga escala realizada na China, o
folato sérico foi encontrado como um fator inversamente associado ao risco de NIC
2. Estes resultados sugerem que maiores niveis deste micronutriente no soro
desempenham papel protetor em relacéo ao risco de NIC de alto grau em mulheres
com ou sem HPV de alto risco (YANG et al., 2018). Além disso, observou-se um
maior numero de regressdo de NIC 1 em mulheres que suplementaram folato (5
mg/dia) durante seis meses em relacéo ao grupo placebo (ASEMI et al., 2016).

No entanto, alguns estudos apresentaram resultados discordantes. Tomita e
colaboradores (2013) mostraram que mulheres brasileiras apresentaram niveis
elevados de folato sérico associados com lesdes pré-neoplasicas ou cancer. De
forma similar, Piyathilake e colaboradores (2009) observaram maiores
concentracfes de folato em mulheres com lesé@o ou cancer.

Além disso, um estudo conduzido nos Estados Unidos com 206 participantes
nao encontrou evidéncias de que niveis elevados de folato eritrocitario (RBC folato)
afetem o progndstico de neoplasias intraepiteliais cervicais (HO et al., 2011). Ainda,
uma coorte europeia avaliou dados de 299.651 mulheres quanto a possiveis fatores
dietéticos relacionados ao risco de desenvolvimento de cancer cervical, e ndo houve
evidéncia de associacdo entre a ingestdo de folato e o cancer cervical (GONZALEZ
etal., 2011).
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6.2. FOLATO INTRACELULAR CERVICAL

Conforme exposto, ainda é controversa a associa¢do dos niveis de folato com
0 desenvolvimento das lesfes cervicais. No entanto, a maioria dos estudos avaliou
as concentracdes séricas de folato em relacdo a carcinogénese cervical, e apenas
dois trabalhos levaram em conta as concentracdes intracelulares cervicais de folato
(FOWLER et al., 1998; FLATLEY et al., 2014).

Assim, neste trabalho, também foi avaliada a associacéo de folato nas células
cervicais com as lesbes pré-neoplasicas e a infeccdo por HPV. Novamente, nao foi
observada diferenca entre os niveis intracelulares cervicais de folato e a presenca
da infeccdo por HPV, embora as participantes apresentando a infeccao viral
tivessem concentracdo de folato intracelular cervical menor. No entanto, em um
trabalho realizado nos Estados Unidos, mulheres HPV positivas apresentaram
concentragbes de folato tecidual cervical ligeiramente maiores que aquelas sem
infeccéo viral (FOWLER et al., 1998).

Em relacdo aos niveis de folato intracelular e a presenca das lesfes cervicais,
foi observado que mulheres com lesdes cervicais de alto grau (HSIL+ASC-H)
possuiam menores concentracbes de folato se comparado aos demais grupos,
embora as diferencas ndo tenham sido significativas. Corroborando com este
resultado, maiores concentracfes de folato intracelular cervical foram encontradas
entre as mulheres americanas apresentando citologia normal (FLATLEY et al.,
2014). Por outro lado, Fowler e colaboradores (1998) observaram maiores
concentracfes de folato em amostras de bidpsia de mulheres apresentando NIC2+.

Estudos sugerem papel protetor do folato em relacdo a infec¢cdo pelo HPV
(ZHAO et al., 2016; YANG et al., 2018). No entanto, altas concentracdes deste
micronutriente nem sempre desempenham papel protetor no que diz respeito a
infeccdio por este virus. E necessaria uma avaliacéo prévia da presenca da infec¢éo
viral e do grau displasia cervical, ja que altos niveis de folato nas células cervicais
podem aumentar o risco de persisténcia da infeccdo pelo HPV-AR em mulheres com
lesdo pré-neoplasica (FLATLEY et al., 2014).
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6.3. CORRELACAO ENTRE FOLATO SERICO E FOLATO INTRACELULAR
CERVICAL

Sabe-se que a expressao de receptores de folato é alterada na presenca de
displasia, uma vez que as células possuem rapida replicagdo, aumentando
dependéncia do micronutriente (BALUZ; CARMO; ROSAS, 2002). Além disso, existe
uma diferenca entre o microambiente cervical e a circulacdo, o que motivou o0 a
realizacdo da analise da associacdo das duas formas do micronutriente com a
carcinogénese cervical, e avaliacdo da correlacdo entre folato sérico e folato
intracelular cervical.

No entanto, apesar de neste trabalho ter sido observado comportamento
similar entre folato sérico e celular cervical (auséncia de associacdo com a infeccéo
por HPV e menores concentragcdes entre mulheres com lesdo de alto grau em
relacdo aos grupos controle, ASC-US e LSIL) n&o foi observada correlagdo entre as
duas formas de andalise do micronutriente. De maneira similar, Fowler e
colaboradores (1998) também n&o observaram correlacédo entre os niveis de folato

sérico e no tecido cervical.

6.4. LIMITACOES DO ESTUDO

O n amostral deste estudo foi pequeno, dificultando a analise estatistica e
levando a uma pequena representatividade da populacdo, o que constitui uma
limitacdo. Além disso, a presenca de outros possiveis cofatores associados aos
niveis de folato que ndo foram avaliados nesse trabalho, incluindo o nivel de
metilacdo do DNA, polimorfismos genéticos em enzimas que atuam no metabolismo
do folato, bem como o nivel de outros micronutrientes que desempenham papel no
metabolismo do folato, podem influenciar na relacdo entre os niveis de folato e a

carcinogénese cervical.
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7) CONCLUSAO

N&o houve associacdo entre os niveis de folato no soro ou nas células

cervicais e a infeccdo pelo HPV ou as lesdes pré-neoplasicas na cérvice uterina.
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ANEXOS
ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projeto: “Avaliacido de cofatores genéticos, epigenéticos e nutricionais relacionados a
carcinogénese cervical”

Prezada paciente

Vocé esta sendo convidada a participar de um projeto de pesquisa sobre os
cofatores relacionados ao desenvolvimento do cancer do colo uterino. Esse
projeto sera realizado no municipio de Ouro Preto, MG e tera inicio em agosto
de 2016 com término previsto para agosto de 2021.

Com este estudo poderemos compreender melhor os fatores relacionados
ao desenvolvimento do céncer cervical, colaborando para o diagnostico e
prognostico das lesdes cervicais, bem como para o tratamento e prevengdo das
mesmas.

Se vocé quiser participar, devera responder um questionario e realizar um
exame preventivo (Papanicolaou), no qual serad coletada amostra de material do
colo do utero para analise citoldgica e pesquisa do Papilomavirus Humano
(HPV), o principal fator envolvido no desenvolvimento do cancer cervical.
Além disso, sera coletada amostra de sangue para dosagem de folato,
homocisteina e vitaminas B12 e B6, e para analise de polimorfismos geneéticos
que tém sido associado ao cancer cervical. As coletas serdo realizadas por
profissionais habilitados e devidamente treinados.

Os procedimentos utilizados apresentam risco habitual, visto serem de
rotina clinica e laboratorial. Para diminuir os riscos, todo o material utilizado
sera descartavel, seguindo as normas de biosseguranca estabelecidas pelo
laboratdrio.

Os materiais coletados serdo divididos em pequenas quantidades e
armazenados no Laboratorio de Pesquisa de Bioquimica Clinica da Escola de
Farmacia da Universidade Federal de Ouro Preto (Campus Universitario Morro
do Cruzeiro, Bauxita, CEP 35400-000, Ouro Preto, MG) e devera ser utilizado
exclusivamente para as finalidades acima.

Sua participacdo nesse projeto é voluntaria. Vocé pode abandonar o estudo
em qualquer momento sem que isto lhe cause prejuizo, inclusive no seu
acompanhamento. Todos 0s exames serdo gratuitos e realizados no Laboratério
Piloto de Analises Clinicas (LAPAC) da UFOP, nos postos de satde da UFOP e
da Prefeitura Municipal de Ouro Preto, seguindo rigorosamente 0s critérios
estabelecidos.

Todos os dados obtidos serdo armazenados e mantidos em sigilo em um
computador disponibilizado na sala da Prof.2 Angélica Alves Lima na Escola de
Farméacia, Campus Universitario Morro do Cruzeiro, por um periodo minio de 5
anos.
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Vocé podera esclarecer qualquer duvida sobre o projeto ou ter acesso ao
resultado de todas as analises realizadas com as Professoras Angélica Alves
Lima e Claudia Martins Carneiro ou com a Farmacéutica Nayara Nascimento
Toledo Silva, de segunda a sexta-feira, de 8h as 11h e de 13h as 17h horas, no
Departamento de Analises Clinicas, Escola de Farmécia, UFOP, campus
universitario ou pelo telefone (31) 3559-1071. Para quaisquer esclarecimentos
em relacdo aos aspectos éticos, vocé também podera entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto no Campus
Universitario, Morro do Cruzeiro, ICEB IlI, sala 29, pelos telefones (31)3559-
1368 ou (31)3559-1370 ou pelo e-mail propp@ufop.br.

Desde ja, agradecemos sua colaboragéo.

Assinatura da Coordenadora
de de20

NUmero:

Eu,

, apos ser esclarecida sobre o projeto de pesquisa, concordo em participar do estudo acima.

Assinatura da Paciente

Assinatura da Coordenadora

de de20
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ANEXO B - Entrevista

Entrevista do Projeto “Avaliacao dos cofatores genéticos, epigenéticos e
nutricionais relacionados a carcinogénese cervical”.
{num} Namero de identificacéo:
{nome} Nome:
{psf} PSF:
{entrevi} Entrevistadora:
{data} Data da entrevista: (dd/mm/aa)

Coleta de Sangue:

{sangedta} Coleta de sangue EDTA (0) ndo (1) sim
{sangsoro} Coleta de sangue SORO  (0) ndo (1) sim
{datasang} Data da coleta de sangue: (dd/mm/aa)

{profsang} Profissional responséavel pela coleta de sangue:

Coleta de material cervical ou biépsia:
{cerv} Coleta de material cervical (0) néo (1) sim

{datacerv} Data da coleta cervical: (dd/mm/aa)
{profcerv} Profissional responsavel pela coleta cervical:

Meu nome é . Inicialmente, eu gostaria de te agradecer por participar
deste estudo.

Eu irei fazer algumas perguntas que serdo registradas neste formulario. Devo dizer que tudo
gue vocé responder na entrevista serd estritamente confidencial, e as informac8es colhidas
das varias mulheres participantes do estudo serdo usadas apenas em relatos cientificos,
sem nenhuma identificacdo pessoal.

Os possiveis beneficios deste estudo dependem de que as respostas sejam as mais reais
(verdadeiras, sinceras) possiveis. Por favor, pergunte se vocé ndo entender o significado de
alguma questdo. A qualquer momento vocé poderd recusar-se a continuar ou a responder
perguntas especificas. Se houver necessidade de entrar em contato com vocé, poderia
fornecer seu endereco e telefone?

{end} Endereco:
{zona} Zona: (0) Rural (1) Urbana

{cidade} Cidade:
{tel} Telefone:
{email} E-mail:

{tempcid} 1. Ha4 quanto tempo vocé mora em [CIDADE]?

{nasc} 2. Qual a sua data de nascimento? (dd/mm/aa)
{idade} Portanto a sua idade (em anos completos) é

{escola} 3. Vocé ja foi a escola? (0) ndo _ (1) sim
[SE RESPOSTA NAO, VA PARA A QUESTAO 6; SE SIM, CONTINUE]

{grauesc} 4. Qual o nivel educacional mais alto que vocé alcangou?
(0) 1° grau incompleto
(1) 1° grau completo
(2) 2° grau incompleto
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(3) 2° grau completo

(4) universitario incompleto

(5) universitario completo

(9) outro
{anosesc} 5. Anos de escolaridade (néo incluir repeténcia):

{estciv} 6. Atualmente vocé:
(0) é casada
(1) tem parceiro regular*
(2) é solteira (nunca foi casada nem viveu com parceiro)
(3) é vilva
(4) é separada/divorciada
(9) outro
*relacdes sexuais regulares, por pelo menos seis meses, sem contrato legal ou
religioso, residindo ou ndo na mesma casa

{profiss.} 7. Qual a sua profissdo?

{tempprof} 8. Ha& quanto tempo vocé exerce esta profissao?

{renda} 9. Somando todas as rendas, pensbes e salarios da familia, qual é o ganho
mensal familiar (aproximado)? [Incluir os ganhos de toda a familia]

{pesrenda} 10. Quantas pessoas vivem/dependem desse ganho?

Agora eu gostaria de fazer algumas perguntas sobre sua vida sexual.
{idsex} 11. Qual idade vocé tinha quando teve sua primeira relacao sexual? anos
{nunsex} 12. Quantos parceiros sexuais vocé teve até o momento?
{gest} 13. Vocé teve alguma gestacao? (0) ndo (1) sim Quantas?
[SE RESPOSTA NAO, VA PARA A QUESTAO 15; SE SIM, CONTINUE]
{idgest} 14. Qual a idade da primeira gestacao? anos
{abort} 15. Vocé ja teve algum aborto? (0) ndo (1) sim

{doensex} 16. Voceé ja teve alguma doenca sexualmente transmissivel? (0) ndo (1) sim
[SE RESPOSTA NAO, VA PARA A QUESTAO 19; SE SIM, CONTINUE]

{doenescl} 17. Vocé foi esclarecida sobre qual (quais) foi (foram) a(s) doencga(s)?
(0) ndo
(1) sim, foi (foram)

{doentrat} 18. Vocé foi tratada para essa(s) doenca(s)? (0) ndo (1) sim

{prev} 19. Vocé ja fez exame de “preventivo de cancer do colo uterino” ou exame de
Papanicolaou?

(0) nédo (1) sim

[SE RESPOSTA NAO, VA PARA A QUESTAO 22; SE SIM, CONTINUE]
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{prevfreq} 20. Com que frequéncia vocé faz exames “preventivos de cancer do colo uterino”
ou exames de Papanicolaou?

(0) ndo sabe

(1) anualmente

(2) a cada 5 anos

(4) sem frequéncia definida

(9) Outra:

{prevult} 21. Ha quanto tempo foi seu ultimo exame “preventivo de cancer do colo uterino” ou
exame de Papanicolaou?

{conc} 22. Vocé utiliza algum método contraceptivo?
(0) néo (1) sim (2 jautilizou )
[SE RESPOSTA NAO, VA PARA A QUESTAO 25; SE SIM OU JA UTILIZOU, CONTINUE]

{concmet} 23. Qual método contraceptivo vocé utiliza/ja utilizou?
(0) Pilula
(1) Ligadura de trompa
(2) Camisinha
(3) Vasectomia do parceiro
(4) Injecao
(5) Coito interrompido
(6) DIU
(7) Tabelinha
(9) Outro:

{conctemp} 24. Por quanto tempo vocé utiliza/utilizou este método
contraceptivo?

{sangsex} 25. Vocé possui sangramento apos relacdes sexuais?
(0) ndo (1) sim (2) jateve

{menop} 26. Utiliza tratamento hormonal para tratar menopausa?
(0) ndo (1) sim (2) ndo estd na menopausa

Agora eu gostaria de fazer algumas perguntas sobre seu histérico familiar de
cancer.
{canfam} 27. Possui historico de cancer na familia?
(0) ndo (1) sim
[SE RESPOSTA NAO, VA PARA A QUESTAO 30; SE SIM, CONTINUE]
{canparen} 28. Qual o grau de parentesco?
{cantipo} 29. Qual tipo de tumor?

Agora eu gostaria de fazer algumas perguntas sobre seus habitos.
{alc} 30. Vocé consome bebida alcodlica?
(0) ndo (1) sim (2) ja utilizou
[SE RESPOSTA NAO, VA PARA A QUESTAO 32; SE SIM OU JA UTILIZOU, CONTINUE]
{alctemp} 31. Por quanto tempo vocé consome/consumiu bebida alcodlica?
{fumo} 32. Vocé fuma?
(0) néo (1) sim (2) ja utilizou
[SE RESPOSTA NAO, VA PARA A QUESTAO 34; SE SIM OU JA UTILIZOU, CONTINUE]
{fumotemp} 33. Por quanto tempo vocé fuma/fumou?
{fog} 34. Tem fogé&o a lenha em casa?
(0) ndo (1) sim (2) jateve



[SE RESPOSTA NAO, FINALIZE A ENTREVISTA; SE SIM, CONTINUE]
{fogtemp} 35. Por quanto tempo vocé utiliza/utilizou fogéo a lenha?

Muito obrigada por seu tempo e esforco
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ANEXO C - Parecer do CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE . Plataformo
OURO PRETO asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AUALIAQJ"LD DE N I"u"EIS- INTRACELULARES CERVICAIS DE FOLATO, DE
POLIMORFISMOS GENETICOS EM ENZIMAS QUE ATUAM NO METABOLISMO
DCESTE MICRONUTRIENTE E DA ASSDGIAI;AD DESTES COM A INFEE@AO POR
HPV E O CAMCER DE COLO DO UTERINO

Pesquisador: Angelica Alves Lima

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: B8470718.0.0000.5150

Instituigio Proponente: Universidade Federal de Ouro Preto
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADDS DO PARECER
Mumero do Parecer: 2.854 610

Apresentagio do Projeto:

"0s programas de prevengio e rastreamento do cincer no colo uterine vem diminuinde as taxas de
incidéncia desta neoplasia. Mo entanto, o niumero de vitimas fatais ainda & grande, principalmente nos
paises em desenvolvimento. Mo Brasil, por exemplo, mais 5.000 mulheres morrem anualmente em
decorréncia do cincer cervical. A infecgo persistente pelo papilomavirus humano (HPV) de alto risco
oncogénico & a principal causa desta neoplasia. Mas apesar da aceitabilidade do papel do HPV na
carcinogénese cervical, a presenga do virus ndo é suficiente para a transformagdo maligna completa. A

maicria das alteragies no colo uterino induzidas por HPV s3o passageiras, regredindo espontaneaments.

Desta forma, para a progressdo da infecgdo viral ac cincer, cofatores genéticos, epigenéticos elou
comportamentais/ambientais, como os nutricicnais, s5o necessaros. O folato & o principal micronutrients
envolvide no metabolismo do carbono, sendo essencial para sintese e reparo do DNA, além da expressio
geénica. Polimorfismos nos genes gue codificam algumas enzimas gue atuam no metabolismo do folato
podem altera-lo, como os polimorfismos CETTT no gene da enzima metilenotetrahidrofolate redutase
(MTHFR), A2758 no gene da enzima metionina sintase (M3), ABGG no gene da enzima metionina sintase
redutase (MTRR), nimero de repetighes em tanden (2R e 3R) na regido ndo traduzida na regido 5 (5 UTR)
do gene da enzima timidilato sintase (TS) e a delegdo de Gpb em 3' UTR do gene desta
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Balrra: Campus Unlversitano CEP. 354004000
UF: MG Municiplo: OURD PRETOD
Telefone: (31)3555-1363 Faxc (3113355-13M E-mall: capIpnopo.uiop br
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ANEXO C — Parecer do CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE . Plataformo
OURO PRETO asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: AVALIAQE.D DE COFATORES G‘EHI‘ETIGDS, EFIGENETICOS E NUTRICIONAIS
RELACIOMADOS A CARCIMNOGENESE CERVICAL

Pesquisador: Angelica Alves Lima

Area Temitica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
etica por parte da COMERP;);

Versao: 2

CAAE: 5T187316.7.0000.5150

Instituigio Proponente: Universidade Federal de Ouro Preto
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADDS DO PARECER
Mumero do Parecer: 1.830.605

Apresentagio do Projeto:

"Estudo transversal onde sera avaliado: (a) associagdo dos niveis de folato e vitamina B12 com a

carcinogénese cervical; (b} os polimorfismos CE77T no gene da enzima metilenotetrahidrofolato (MTHFR),

A2T58 no gene da enzima etionina sintase (M3), ABEG no gene da enzima metionina sintase redutase
(MTRR), do nimero de repetigies em tanden (2R e 3R) na regido nao traduzida na porgéo 5 (5" UTR) do
gene da enzima timidilato sintase (TS) e a delegdo de Gpb em 3° UTR do gene desta enzima e sua
associagSo com o cancer cervical; (d) grau de metilagio do DMA tanto do hospedeiro quanto do HPW em

relagio & presenca dos diferentes graus de lesies pré-neoplasicas da cérvice uterina e do cincer cervical.

Serao analisadas amosiras de 300 mulheres de Ouro Preto com mais de 20 anos de idade atendidas pelo
SUS/OP, apresentando ou nio lesbes cervicais efou infecgdo pelo HPV. Serdo coletadas amostras
sanguineas para dosagem de folato, homecisteina e vitaminas B12 e B, que serdo realizadas por
quimioluminescéncia, e avaliagio dos polimerfismos genéticos, cuja genotipagem sera feita por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) seguida de digestio enzimatica (RFLP), com os iniciadores & as enzimas de
restrigdo especificas para cada gene. Amostras cervicais serdo coletadas para andlise citolbgica, realizada
pela técnica convencional de Papanicolacu, pesquisa do HPWY, realizada por PCR convencional utilizando os
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UF: MG Murilciplo: OURD PRETC
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ANEXO D - Protocolo Completo da Extracédo de DNA

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

12 Etapa:

- Adicionar em um microtubo:

- 20l de Proteinase K

- 400pl de Tampéo de lise (frasco de tampa vermelha)

- 200pl 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 500ul de Tampéao de Lise (frasco de tampa vermelha)

- Centrifugar a 9000 rpm por 1 minuto

- Descartar o que foi depositado no tubo coletor

42 Etapa:

- Adicionar 500ul de Tampéao de Lavagem (frasco de tampa amarela)
- Centrifugar a 9000 rpm por 3 minutos

52 Etapa:

- Transferir a coluna para um novo microtubo

- Adicionar 95ul de Tampéao de Eluicdo pré-aquecido a 70°C (frasco de tampa cinza)
- Aguardar 1 minuto

- Centrifugar a 9000 rpm por 1 minuto

- Descartar a coluna e armazenar o material do microtubo a uma temperatura de -
80°C
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