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RESUMO

Objetivo: avaliar o perfil de metilagdo das ilhas CpG dos genes MGMT, TIMP3 e
CDH1 em mulheres infectadas e ndo infectadas pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), com recidiva ou ndo de neoplasia intraepitelial cervical (NIC).
Método: estudo caso-controle, aninhado a uma coorte, com 33 mulheres que
apresentaram recidiva de NIC (casos) e 114 sem recidiva (controles), infectadas pelo
HIV (n=74) e né&o infectadas (n=73), tratadas por cirurgia de alta frequéncia (CAF),
no periodo de janeiro de 1999 a maio de 2004. O diagnéstico de recidiva foi
estabelecido apés biopsia. O perfil de metilagdo dos genes foi avaliado por meio da
técnica de reacdo em cadeia de polimerase metilacdo especifica quantitativa
(MSQP), em pecgas de cone cervical, fixados em formol e parafinados. Andlise
estatistica foi realizada para comparacao das variaveis categoricas usando-se teste
X? com correcdo de Yates e teste exato de Fisher. Andlise multivariada foi feita por
regresséao logistica. Resultados: a recidiva de NIC foi mais frequente em mulheres
infectadas pelo HIV (OR 2,47; IC 95%: 0,87-7,05), com margens comprometidas (OR
2,5; IC 95%: 0,87-7,27) e com ocupacao glandular (OR 11,6; IC 95%: 2,93-45,89).
N&o houve diferenca significativa quando foram comparados os perfis de metilacédo
dos genes CDH1, MGMT, TIMP3 em relacao a infeccao pelo HIV, ao grau de leséo
da CAF e a recidiva de NIC. Pelo menos um dos genes CDH1, TIMP3 e MGMT
esteve presente metilado em 85,1% das mulheres infectadas pelo HIV, em 91,6%
das mulheres com NIC II/lll e em 87,9% das mulheres com recidiva de NIC.
Conclusao: Os fatores associados a recidiva foram a ocupacdo glandular e
margens comprometidas no cone e a infeccdo pelo HIV. O perfil de metilacdo das
ilhas CpG dos genes estudados nao foram significantes.

Palavras-chave: Metilacdo de DNA. Virus da imunodeficiéncia humana. Neoplasia
intraepitelial cervical. Recidiva.Cirurgia de alta frequéncia. Papilomavirus humano.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the profile of methylation in CpG islands of MGMT, TIMP3,
CDH1 genes in human immunodeficience virus (HIV) infected and noninfected
women with cervical intraepithelial neoplasia (CIN) recurrence or no recurrence.
Method: Nested case-control study envolving 33 women with CIN recurrence (cases)
and 114 without recurrence (controls), HIV infected (n=74) and noninfected (n=73),
treated with loop electrosurgical excision procedure (LEEP), between January 1999
and May 2004.Recurrence diagnosis was established after biopsy. The methylation
profile of the genes was assessed by methylation-specific quantitative PCR (MSQP)
technique in formalin-fixed, paraffin-embedded cone specimens. Statistical analysis
were performed to compare categorical variables, using X test with Yates correction
and Fisher's exact test. Multivariate analysis was carried out using a logistic
regression. Results: CIN Recurrence was more frequent in HIV-infected women (OR
2,47; Cl 95%: 0,87-7,05), and in those with compromised margins (OR 2,5; Cl 95%:
0,87-7,27) and glandular involvement (OR 11,6; Cl 95%: 2,93-45,89).There was no
significant difference when compared methylation profiles of CDH1, TIMP3 and
MGMT genes in relation to HIV infection, CIN grade and recurrence. At least one
methylated gene, CDH1, TIMP3 and MGMT, was present in 85.1% HIV-infected
women, in 91.6% women with CIN II/lll and 87.9% women with CIN recurrence.
Conclusions: Factors associated with recurrence were glandular involvement and
compromised margins in cone biopsy and HIV infection. The profile of methylation in
CpG islands of genes studied were not significant.

Keywords: DNA methylation. Human immunodeficiency virus. Cervical intraepithelial
neoplasia. Recurrence. Loop electrosurgical excision procedure. Human
papillomavirus.
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1 INTRODUCAO

O céncer cervical € a segunda causa de morte por cancer em mulheres nos paises
em desenvolvimento, (Parkin et al., 2001; Schiffman et al., 2007; Zur Hausen, 2009;
Singh et al., 2010; Li et al., 2011; Ferlay et al., 2015), sendo o carcinoma de células
escamosas 0 mais frequente (Moore, 2006; Wilting et al., 2010). A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) calcula que o numero estimado de novos casos de cancer
em todo o mundo chegara a 20 milhdes em 2025 (INCA,2016). No Brasil, a
estimativa para o ano de 2016/2017 é de 16.340 novos casos de cancer, risco
estimado de 15,85 casos a cada 100 mil mulheres, sendo hoje considerado um
problema de saude publica, cujo controle e prevencdo deverdo ser priorizados em
todas as regides (INCA,2016). Sua incidéncia € maior em paises menos
desenvolvidos, inicia a partir de 30 anos, aumentando seu risco rapidamente até

atingir o pico etéario entre 50 e 60 anos.

Desenvolve-se a partir de lesbes precursoras, as neoplasias intraepiteliais cervicais
(NIC) e tem como fatores de risco, a infeccdo persistente pelo papilomavirus
humano oncogénico (HPV), fatores ligados a imunidade, a genética, as alteracbes
epigenéticas e ao comportamento sexual. Possui um grande potencial de prevencao
e cura, quando diagnosticado em suas fases iniciais (Jones e Baylin, 2002). Apesar
se ter uma longa fase pré invasiva e sua histdria natural ser bem conhecida (Richart

e Barron, 1969) sua incidéncia ainda é bastante elevada (Schiffman et al., 2007).

Mulheres infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) apresentam
significativo aumento do risco de desenvolver NIC, assim como as taxas de recidiva
de leséo, apods tratamento, nessas mulheres sédo elevadas quando comparadas com
as de néo infectadas (Davis et al., 2001; Heard et al., 2002; Lima et al., 2009; Lodi et
al., 2011; Russomano et al., 2013; Huchko et al., 2014; Huchko et al., 2015).

Desde a introducédo da citologia oncética, a mortalidade por cancer cervical diminuiu
em todo o mundo. No entanto a sensibilidade da citologia para identificar lesdo de
alto grau é baixa. Testes de DNA HPV tém sido aceitos na tentativa de melhorar a

triagem de mulheres com lesdes. No entanto 40-60% de mulheres com atipias de



20

células escamosas de significado indeterminado (ASC-US) sdo HPV positivas e
menos de 1% desenvolvem cancer. Desta forma, novos testes sdo necessarios para

melhorar a acuracia (Arbyn et al., 2008).

O perfil epigenético pode ser utilizado no diagnéstico e progndstico de diversos tipos
de cancer (Figueroa et al., 2010). Denomina-se epigenética qualquer mudanca da
expressdo de um gene sem que ocorra alteragdo na sequéncia de seu DNA. A
metilacdo € um dos principais fenbmenos epigenéticos pelo qual um gene é
silenciado (Schiffman et al., 2007; Szyf, 2007).

Estudos de metilagdo de DNA tém surgido como importante campo de pesquisa em
muitas doengas, como o céncer, melhorando a acuracia no seu diagnostico,
prognostico e tratamento (Wajed et al., 2001; Duefias-Gonzalez et al., 2005;
Szalmas e Konya, 2009; Baylin e Jones, 2011; Heyn e Esteller, 2012; Banzai et al.,
2014; Vidal et al., 2014; Wang et al., 2014).

Baseado nessas observacoes, este trabalho avalia o perfil de metilacdo das ilhas
CpG dos genes CDH1, TIMP3 e MGMT e sua correlacdo com dados clinicos, das
mulheres infectadas e ndo infectadas pelo HIV, a fim de determinar sua utilidade
como marcadores tumorais, para diagnostico precoce de NIC e risco de recidiva de

lesao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2-1 Neoplasia intraepitelial cervical (NIC)

NIC é a lesé@o precursora do cancer cervical, ndo tendo ultrapassado a membrana
basal do epitélio, podendo regredir, persistir ou progredir para o cancer invasivo, 0
gue acontece em aproximadamente 1 a 3% dos casos (Michelin et al., 2008).

NIC | indica lesé@o de baixo grau e representa infeccéo ativa pelo virus HPV. NIC Il e
lIl sdo consideradas lesbes de alto grau, precursoras do cancer cervical, de maior
risco de evolucéo para lesdo invasora se nao tratadas, embora NIC Il possa regredir
espontaneamente em 40% dos casos (Castle et al., 2009) e NIC Il ter menor chance
de regressao (Zur Hausen, 2000; Naucler et al., 2007; Elit et al., 2011; Doorbar et al.,
2012).

Os fatores de risco para o desenvolvimento da NIC e do cancer cervical séo a
infeccdo persistente pelo virus HPV oncogénico, principalmente HPV 16 e 18
presentes em 70% dos casos, seguidos pelos HPV 31 e 33 (Bosch et al., 2002;
Wentzensen et al., 2012; Vasiljevi¢ et al., 2014), idade precoce do inicio de atividade
sexual, maior numero de parceiros sexuais, uso de contraceptivos hormonais,
elevada paridade, tabagismo, co-infec¢cdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) ou outras doencas sexualmente transmissiveis e imunossupressao (Bosch e
De Sanjosé, 2007; Bosch et al., 2008; Stanley, 2010; Brown e Trimble, 2012; Luhn et
al., 2013).

O desafio € identificar quais mulheres sdo de risco para doenca progressiva, o
cancer cervical invasor (Monsonego et al., 2004; Alonso et al., 2007; Castle et al.,
2009).

2-1-1 Papilomavirus humano (HPV)
O genoma do HPV é composto de uma dupla fita de DNA que pode ser dividida em

trés regides distintas: LCR (Long Control Region), L (late: regido tardia), com duas

estruturas: L1, utilizada para a tipagem do HPV, e L2; E (early: regido precoce), com
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seis estruturas - E1, E2, E4, E5, E6 e E7; e R (regido regulatéria) (Zur Hausen,
2000; Fausch et al., 2002) (FIG. 1).

Figura 1- Representacdo esqueméatica do genoma do HPV 16.

Estimulo do
Eé6 crescimento

7000 1000

E1 Regulagio
: da replicacdo

Proteina

principal L1 6000 HPV 16 2000

do capsideo
5000

Alteracdo

Proteina da matriz
.. L2 .
secundaria intracelular
do capsideo E E2
Estimulo do Regulagio da
crescimento transcrigao viral

Fonte: Revisado por (Villa, 1997)

A regido LCR regula a replicacdo do DNA e a regido E esta envolvida na replicacao
viral e na oncogénese (Burd, 2003) sendo que E6 e E7 interagem com as proteinas
supressoras de tumor - proteina 53 (TP53) e proteina do retinoblastoma (TPRb),
respectivamente, resultando em atividade transcricional descontrolada e replicacédo
alterada de DNA e divisdo celular. E2 produz uma proteina ligante ao DNA que
bloqueia a transcricdo dos genes E6 e E7. Durante a carcinogénese, existem duas
formas de DNA HPV no ndcleo da célula do epitélio cervical, uma epissomal e uma
integrada. Integracdo do DNA HPV ao genoma da célula leva a perda de expressao
de E2, e consequentemente ao aumento da expressédo de E6 e E7 (Narisawa-Saito
e Kiyono, 2007; Schiffman et al., 2007; Steben e Duarte-Franco, 2007; Fernandez e
Esteller, 2010; Moody e Laimins, 2010).

Sado conhecidos mais de 230 tipos de HPV, com base na sequéncia do DNA viral
(Fuessel Haws et al., 2004). Aproximadamente 40 tipos sdo comumente
encontrados no trato genital (Lorincz et al., 1992; Levi et al.,, 2002; Mufioz et al.,
2003). Os tipos 16, 18, 31, 33,35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82 sdo
considerados oncogénicos ou de alto risco, por estarem associados as neoplasias

intraepiteliais cervicais de alto grau (NIC Il e 1ll) ou cancer, sendo 0 16 e 18 0s mais
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prevalentes e relacionados a persisténcia e progressdo da NIC (Bosch et al., 1995;
Schiffman et al., 2007; Bosch et al., 2008; Thomison et al., 2008; Li et al., 2011; Luhn
et al., 2013). Os tipos 26, 53 e 66 sao provavelmente carcinogénicos, enquanto os
tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e candHPV89/Cp6108 sao tidos como
de baixo risco, presentes nas verrugas genitais e na neoplasia intraepitelial cervical
de baixo grau (NIC I) (Mcmurray et al., 2001; Bosch et al., 2002; Levi et al., 2002;
Mufioz et al., 2003; Harris et al., 2005; Clifford, G. et al., 2006; Mufioz et al., 2006;
Schiffman et al., 2007).

Esta bem estabelecido, bioldgica e epidemiologicamente, que a infec¢do persistente
pelo HPV de alto risco € a principal causa do cancer cervical, se néo tratada (Mufoz
et al., 2006; Schiffman et al., 2007; Bosch et al., 2008; Cox et al., 2009), embora a
maioria das mulheres infectadas com HPV de alto risco evolui com clareamento da
infeccdo dentro de aproximadamente dois anos (Koshiol et al., 2008; Stanley, 2010).
A integracdo do DNA HPV ao genoma da célula hospedeira é necessaria para o
desenvolvimento de NIC e cancer invasor (Walboomers et al., 1999; Narisawa-Saito
e Kiyono, 2007; Schiffman et al., 2007). Sabe-se que o HPV isoladamente néo é
capaz de induzir a progressdao da lesdo, sendo também necessarias outras
alteracoes, como as genéticas e epigenéticas para o desenvolvimento da
carcinogénese (Szalmas e Konya, 2009; Saavedra et al., 2012; Cheung et al., 2013;
Mirabello et al., 2013; Bryant et al., 2014).

2-1-2 Virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

O HIV é um retrovirus com genoma acido ribonucléico (RNA). Infecta e induz a
morte celular, principalmente em uma variedade de linhagem celular humana. O
linfocito T CD4+ € o maior alvo da infeccdo viral e as células CD4+ circulantes
tornam-se constantemente diminuidas no sangue periférico, na maioria das pessoas

infectadas e nao tratadas (Greenblatt e Hessol, 2001).

Estudos mostram um aumento na incidéncia, que varia de 2 a 22 vezes, a chance de
cancer cervical invasivo em mulheres infectadas pelo HIV, quando comparadas as

mulheres nao infectadas (Chaturvedi et al., 2009; Denny et al., 2012).
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Mulheres infectadas pelo HIV tém alta prevaléncia da infecgdo pelo HPV, assim
como infecgdo por multiplos tipos do virus e maior persisténcia da infec¢do, o que
consequentemente leva a maior incidéncia, progressao e recidiva de NIC nestas
mulheres (Frisch et al., 2000; Pantanowitz, 2010; Corréa et al., 2011; Araujo et al.,
2012; De Vuyst et al., 2012; Russomano et al., 2013; Ezechi et al., 2014).

E também fato bem documentado que as lesdes tendem a ser mais agressivas e
sua progressdo mais rapida; além disso, as lesdes sao de dificil tratamento e
apresentam alta taxa de recorréncia (Levi et al., 2004; Clifford, G. M. et al., 2006;
Berrébi et al., 2008; Lima et al., 2009; Lodi et al., 2011; Malapati et al., 2011;
Denslow et al., 2014). Por causa desse elevado percentual de recidiva, alguns
autores preconizam o uso de técnicas excisionais em mulheres infectadas pelo HIV
com NIC | (Fruchter et al., 1996; Nappi et al., 2005).

2-1-3 Recidiva da neoplasia intraepitelial cervical (NIC)

Estudos consideram doenca residual aquela identificada durante o primeiro ano
apos a conizacéo e recidiva quando acontece apds esse periodo (Gonzalez et al.,
2001; Milojkovic, 2002; Paraskevaidis et al.,, 2003; Van Hamont et al., 2006;
Kitchener et al., 2008; Oliveira et al., 2012).

Taxas de recidiva de NIC ap0Os conizacdo por cirurgia de alta frequéncia (CAF)
variam de 5 a 30%, necessitando as pacientes de seguimento e novo tratamento
guando se identificam lesGes (Alonso et al.,, 2006; Bae et al., 2007; Prato et al.,
2008; Lima et al., 2009; Nam et al., 2009; Lodi et al., 2011; Serati et al., 2012; Du et
al., 2013; Katki et al., 2013; Russomano et al., 2013; Del Mistro et al., 2015; Herfs et
al., 2015).

Varios fatores tém sido associados ao risco de recidiva de NIC, como margens
cirargicas comprometidas (Maluf et al., 2004; Alonso et al., 2006; Ghaem-Maghami
et al., 2007; Prato et al., 2008; Lima et al., 2009; Baloglu et al., 2010; Cejtin et al.,
2011; Lodi et al., 2011, Serati et al., 2012), ocupacéo glandular (Fogle et al., 2004;
Lima et al., 2009; Pantanowitz, 2010; Lodi et al., 2011; Lubrano et al., 2012,
Kodampur et al., 2013), imunossupresséao (Skinner et al., 2004; Maluf et al., 2008;
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Lima et al., 2009; Ceijtin et al., 2011; Lodi et al.,, 2011; Russomano et al., 2013;
Huchko et al., 2014; Huchko et al., 2015); infec¢cao persistente pelo HPV (Verguts et
al., 2006; Alonso et al., 2007; Bae et al., 2007; Wu et al., 2011; Du et al., 2013; Herfs
et al., 2015) e doenca multifocal (Gardeil et al., 1997; Baloglu et al., 2010). A idade
da paciente e o grau de lesdo de NIC foram relatados em alguns estudos como
fatores de risco (Zaitoun et al., 2000; Alonso et al., 2006; Verguts et al., 2006;
Ghaem-Maghami et al.,, 2007; Serati et al.,, 2012), ndo sendo mencionados em
outros (Dietrich et al., 2002; Johnson et al., 2003; Lima et al., 2009; Lodi et al., 2011,
Kodampur et al., 2013; Russomano et al., 2013; Herfs et al., 2015).

2-1-4 Rastreamento do cancer cervical

O objetivo do rastreamento é identificar pacientes de risco para o desenvolvimento
do cancer cervical. A realizacao periddica do exame citopatologico continua sendo a

estratégia mais adotada para o rastreamento (INCA,2016).

Embora o rastreamento citologico tenha reduzido substancialmente a incidéncia a e
mortalidade pelo cancer cervical, € um exame que apresenta baixa sensibilidade
(Schiffman et al., 2007; Arbyn et al., 2010). O maximo de sensibilidade encontrada
para diagnostico de NIC 1l e Il foi 55,2 % e 57,1% respectivamente (Arbyn et al.,
2008; Arbyn et al., 2010). Estratégias de triagem, como co-teste para HPV
apresentam bons valores preditivos negativos (VPN), ou seja, um processo
oncogénico pode ser excluido com grande certeza (Kitchener et al., 2008; Szalmas e
Koénya, 2009; Arbyn et al.,, 2012), mas seu valor preditivo positivo (VPP) é baixo
(Bulkmans et al., 2007; Naucler et al., 2007; Cuzick et al., 2008; Kinney et al., 2010;
Cuzick et al., 2012).

Estudos demonstram que alteracdes epigenéticas desempenham um papel
importante durante a carcinogénese, estando presentes em lesfes pré invasivas e
invasivas e que a metilacdo de DNA pode ser Gtil como marcador para detecgao
precoce de lesdes precursoras do cancer (Kanai et al., 1998; Momparler, 2003;
Narayan et al., 2003; Egger et al., 2004; Feng et al., 2005; Baylin e Ohm, 2006;

Wentzensen e Von Knebel Doeberitz, 2007; Fernandez e Esteller, 2010).
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2-2 Epigenética

E definida como o estudo das modificagdes do DNA e das histonas que s&o
herdaveis e ndo alteram a sequéncia de bases do DNA (Schiffman et al., 2007; Szyf,
2007). Nos processos de oncogénese existe grande influéncia dos mecanismos
epigenéticos, por alterarem a expressao de genes envolvidos (Ting et al., 2006;
Houshdaran et al., 2010).

As duas mudancas epigenéticas mais amplamente estudadas sdo a metilacdo de
DNA e a acetilagcdo das histonas (Egger et al., 2004; Feinberg, 2007). Histonas sao
proteinas associadas as moléculas de DNA que determinam o grau de compactacao
da cromatina, podendo sofrer metilacéo, fosforilagcdo e acetilacdo. Na molécula de
DNA ocorre apenas a metilacdo (Szyf, 2007) e diferente das mutagcbes genéticas,
sdo alteracbes potencialmente reversiveis (Mydhanen et al.,, 1998; Baylin, 2002;
Jones e Baylin, 2002) (FIG. 2).

Figura 2- Representacdo esquematica das alteracdes epigenéticas
A) Normal B) Lesdes epigenéticas
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A) X € um gene ativo para transcricdo com metilagdo esparsa no DNA (circulos marrons),
estrutura da cromatina aberta, interagcdo com proteinas e modificacdes das histonas
(circulos verdes). Y é um gene silenciado com densa metilagdo do DNA, estrutura da
cromatina fechada, interacdo com proteinas (circulos vermelhos) e modificagbes das
histonas (circulos rosas). B) A célula normal pode alterar seu epigendtipo através do
silenciamento de genes, normalmente ativos (gene X) ou através da ativacdo de genes
normalmente silenciados (gene Y), com as alteragbes na metilagdo do DNA e
modificacao das histonas.

Fonte: (Feinberg, 2007)
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A metilacdo consiste em uma modificagdo covalente do DNA na qual um
grupamento metil (CHs) € transferido da S-adenosilmetionina para o carbono 5 de
uma citosina (5-MeC) que geralmente precede a uma guanina (dinucleotideo CpG),
pela acdo de uma familia de enzimas que recebe o nome de DNA metiltransferase
(DNMT) (Singal e Ginder, 1999) (FIG.3).

Figura 3- Vias bioquimicas para a metilacdo e desmetilacdo da citosina.
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A citosina € metilada pela DNA metiltransferase (DNMT) a partir da remocéao do grupo
metil do substrato SAM. A desaminacdo hidrolitica espontanea sob os residuos de
citosina metilada promove a transi¢cdo para timina que nao € revertida enquanto que a
desaminacéo sob a citosina normal converte em uracila que é reconhecida pela enzima
DNA uracil glicosilase e é reparada.

Fonte: (Singal e Ginder, 1999)

As DNA metiltransferases estdo divididas em duas classes de representantes:
aquelas envolvidas na metilacdo de fitas hemimetiladas do DNA (fitas de DNA em
processo de replicacdo), conhecidas como metilases de manutencdo, como a
DNMT1; e outro grupo, responsavel pela maioria dos processos de metilacdo de
novo, que ocorre em sitios com nenhum tipo de indicagdo de metilagdo, ou seja,
sem a presenca de metilagdo prévia, como as DNMT2, DNMT3A e DNMT3B.
Entretanto, os processos que iniciam a metilagdo de novo ainda s&o desconhecidos
(Singal e Ginder, 1999; Szyf, 2007; Yang et al., 2008; Valeri et al., 2009).
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Citosina metilada (5-metilcitosina) também apresenta uma grande propensdo a
desaminacdo espontanea, levando a formacdo de timina. Sendo timina um
componente do DNA humano, esta mutacdo ndo é reconhecida corretamente pelos
mecanismos de reparacao do DNA (Wajed et al., 2001). Se isso ocorre em um gene
supressor de tumor had o desenvolvimento de um ponto de mutacdo (mutacao
pontual onde havia o par de bases C-G haverd o par T-A) e com isso a perda do
controle celular com subsequente proliferacdo da célula (Laird, 1997; Wajed et al.,
2001; Grgnbaek et al., 2007).

Os dinucleotideos CpG aparecem esparsos pelos genomas eucariotos ou agrupados
em regides definidas como ilhas CpG (regides do DNA maiores do que 200 pares de
bases, contendo 50% de bases citosina (C) e guanina (G) e aproximadamente 60%
de dinucleotideos CpG), encontradas em todos os genes em regifes ativas, 0S
promotores, que sao sequéncias regulatorias presentes na extremidade 5 do DNA,
logo antes do inicio do gene que sera transcrito. Nas células normais, a maioria dos
dinucleotideos CpG esparsos estd metilada, enquanto das ilhas CpG estao
desmetiladas. Se ocorrer a metilacdo, o promotor € silenciado, interrompendo a
transcricdo e a expressao génica (Morgan et al., 2004; Grgnbaek et al., 2007; Jones
e Baylin, 2007).

Proteinas Methyl Binding Proteins (MBP) apresentam afinidade pelo grupo metil e se
ligam aos dinucleotideos CpG metilados, nas regifes promotoras impedindo o
acesso dos fatores de transcricdo aos seus sitios, levando a condensacdo da
cromatina (Attwood et al., 2002; Grgnbaek et al., 2007).

Alteracdo na estrutura da cromatina também exerce importante papel na regulacéo
da expressao génica. A unidade basica da cromatina € o nucleossomo, que consiste
em 146 pares de bases DNA envolvendo histonas. Acetilacdo ou deacetilacdo das
histonas alteram os nucleossomos. A deacetilacdo leva a uma cromatina compacta
gue nao permite a transcricdo e a acetilacdo por sua vez abre a estrutura da
cromatina 0 que permite a transcricdo dos genes. Histona deacetilase (HDAC)
remove o0 grupo acetil revertento o processo e silenciando a expressdo de genes.
Alteracdo de HDAC leva provavelmente a deacetilacdo aberrante de histonas e pode

estar também associado com transformacéo neoplasica da célula (Johnstone, 2002;
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Grgnbaek et al., 2007) (FIG. 4). Uma importante interacdo entre aberrante metilacdo
DNA e deacetilacdo de histonas esta relacionada a tumorigénese (Cameron et al.,
1999; Grgnbaek et al., 2007).

Figura 4- Estrutura da cromatina de promotores ativos e inativos.

A) "Cromatina aberta" B) "Cromatina fechada”
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A cromatina transcricionalmente ativa caracterizada por citosinas ndo metiladas, caudas das
histonas acetiladas e trimetilacdo da lisina 4 de histonas H3 (A) enquanto que, quando as
citosinas sdo metiladas ocorre a ligagdo com as proteinas BMDS que atraem HDACs que
removem grupos acetil da cauda das histonas. O DNA torna-se altamente condensado em
uma estrutura “fechada” da cromatina que carrega a marca do silenciamento génico com a
trimetilagc&o da lisina 9 de histona H3 (B).

Fonte:(Grgnbaek et al., 2007)

AlteracOes epigenéticas sdo altamente influenciadas pelo ambiente, uma vez que os
doadores de radical metil sdo obtidos pela dieta e sdo principalmente a metionina,
folato, colina e vitamina B12. Outros fatores também estédo envolvidos na modulacéo
da metilacdo incluindo poluentes como ions metalicos, medicamentos, fungicidas,
exposicdo a determinados virus e fumo podendo causar metilacdo ou desmetilagéo
no genoma alterando assim sua expressao (Lichtenstein et al., 2000; Feng et al.,
2007; Szyf, 2007).
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2-2-1 Metilag&do de DNA e céancer

Metilagdo aberrante do DNA tem sido demonstrada, desempenhando papel
importante, nos varios estagios do cancer em humanos. De maneira geral, tanto a
hiper como a hipometilagdo do DNA sdo observadas nos varios tipos de canceres
(Jones e Baylin, 2002; Baylin e Ohm, 2006; Baylin e Jones, 2011; Heyn e Esteller,
2012).

A desmetilagdo do DNA ocorre com a acgdo das enzimas desmetilases necessaria
para ativar genes especificos ou apagar a marca epigenética durante o
desenvolvimento ou em resposta as perturbacdes ambientais. A desmetilacdo
também ocorre de forma passiva, com a inativacado das metiltransferases durante o
ciclo celular, levando ao aumento da transcricAo génica, tornando o DNA
hipometilado (Attwood et al., 2002; Morgan et al., 2004).

Hipometilacdo do DNA é uma importante alteracdo no padrdo de metilacdo
encontrada no cancer (Herman e Baylin, 2003; Esteller, 2008). Esta relacionada a
diferentes estagios de progressdo de varios tipos de tumores e metastases
causando instabilidade cromossémica, mutacdo genética e reativacdo de varios
genes relacionados ao cancer, assim como ativacdo do HPV 16 no cancer cervical
(Cui et al., 2002; Feinberg e Tycko, 2004; Wilson et al., 2007).

A hipermetilacdo de DNA ¢é outra alteracdo frequentemente encontrada nas fases
iniciais de progressao tumoral (Issa et al., 1994; Ahuja et al., 1998; Toyota et al.,
1999; Wentzensen et al., 2009). Essa alteracdo epigenética precoce pode realmente
levar a perda do controle do ciclo celular, regulacdo alterada de fatores de
transcricdo genética, desarranjo celular, interacao célula-substrato com consequente
instabilidade genética, caracteristica do cancer humano (Baylin et al., 2001; Henken
et al., 2007; Wilting et al., 2010; Yang, 2013).

A metilagdo nao ocorre aleatoriamente no genoma, algumas ilhas de CpG séo
predominantemente metiladas em varios tipos de tumores (Teodoridis et al., 2004).
Metilagdo das ilhas CpG confere uma vantagem adaptativa as células tumorais

(Esteller e Herman, 2002) e por isso tende a ser um evento precoce e frequente
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durante a carcinogénese. No entanto, ilhas CpG hipermetiladas nao sé&o
aleatoriamente distribuidas na carcinogénese, e sim gene-especifico (principalmente
genes supressores de tumor) e cancer tipo-especifico. Observam-se especificos
padrbes de metilacdo dentre os tipos de tumor, possibilitando o seu diagndstico e
prognostico (Bird, 1986; Jones e Baylin, 2007; Mulero-Navarro e Esteller, 2008;
Houshdaran et al., 2010; Wu et al., 2010).

Assim, a metilagio do DNA exerce uma importante funcdo na regulacdo da
expressao génica e no silenciamento de elementos repetitivos no genoma, (Morgan
et al.,, 2004; Denis et al.,, 2011; Lorincz, 2011), como € essencial durante a
morfogénese para que ocorra desenvolvimento normal, controlando varias fungdes
do genoma como a recombinacéao durante a meiose, controle da replicacédo, controle
de DNAs parasitas que se inserem no genoma humano, como o DNA viral,
estabilizacdo e manutencéo da expressao génica, regulacéo da diferenciacéo celular
e inativacdo do cromossoma X. Consequentemente, a aberracdo no padrdo de
metilacdo de um gene pode levar a perda de sua funcdo e predispor ao cancer
(Ushijima e Asada, 2010; Denis et al., 2011).

Varios autores enfatizam que as anormalidades epigenéticas apresentam um papel
relevante em estagios iniciais do cancer e ainda mostram a identificacdo de um
crescente numero de genes relacionados ao cancer carregando densa metilacéo de
citosina em ilhas CpG que normalmente ndo sdo metiladas em células normais
(Jones e Baylin, 2007; Houshdaran et al., 2010; Wu et al., 2010).

Metilacdo pode ocorrer em genes que exercem diferentes funcdes durante o
desenvolvimento do cancer, como supressao do tumor (TP14, TP15, TP16, TP73,
BRCAL), reparo do DNA (hMLH1, MGMT), invasdo e metastase (CDH1, ECAD,
TIMP1, TIMP2,TIMP3, DAPK) (Hawes et al., 2010).

A presenca de metilacdo, em genes indutores de tumor ou em genes supressores de
tumor, afeta o equilibrio do ciclo celular iniciando o processo neoplasico. Assim,
hipometilacdo pode permitir a expressao de genes indutores de tumor previamente
qguiescentes e induzir a proliferacdo celular. Alternativamente, hipermetilacédo de

genes supressores de tumor pode resultar no seu silenciamento resultando em sua
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inabilidade em suprimir a proliferagéo celular (Wajed et al., 2001; Feinberg e Tycko,
2004).

Diante da importancia da metilagdo no desenvolvimento tumoral, torna-se essencial
a sua deteccéo precoce, assim como a sua mensuragdo. Genes hipermetilados
podem ser utilizados como biomarcadores na detecgao precoce de tumores (Qureshi
et al., 2010).

2-2-2 Metilagdo de DNA e HPV

Como a infecgéo pelo HPV é necessaria para o desenvolvimento de NIC e do cancer
cervical, € importante também considerar as alteragdes epigenéticas que ocorrem no
genoma viral que podem influenciar o processo de carcinogénese assim como as
alteragbes epigenéticas no genoma da mulher (Verma, 2003; Duefias-Gonzalez et
al., 2005; Saavedra et al., 2012).

Esta bem estabelecido que alguns virus adquirem a capacidade de regular a
expressdo de seus genes através da modulacdo da metilacdo do DNA. Assim o
virus pode silenciar a ativacdo de genes supressores de tumor, favorecendo a
persisténcia da infeccdo viral e escapando assim do sistema de defesa do
hospedeiro. Além disso, oncoproteinas virais podem adquirir a habilidade de direta
ou indiretamente modular o processo de metilacdo em direcdo a silenciar genes
celulares que possam interferir com oncogénese (Tsai et al., 2002; Steben e Duarte-
Franco, 2007; Saavedra et al., 2012).

Metilacdo do DNA na regido LCR do HPV 16 € um mecanismo através do qual E6 e
E7 sado silenciados permitindo a acdo do mecanismo de defesa da célula
hospedeira. A regido LCR é também o sitio de ligacdo de E2 e contém ilhas CpG
com potencial para metilacdo, resultando na inibicdo da funcédo de E2. Assim esses
autores observaram que a hipermetilacdo de LCR do HPV 16 esta diretamente

relacionada ao maior grau de lesao cervical (Hong et al., 2008; Ding et al., 2009).

Estudos demonstram que a regido L1 do gene HPV 16 e 18 esta hipermetilada no

carcinoma cervical invasor e esta diretamente relacionada ao grau da lesédo, sendo
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mais frequente que a hipermetilacdo de LCR, podendo estar relacionada a
integracdo do genoma do HPV ao DNA celular, e ser utilizado como um marcador
clinico da progressao do céncer (Turan et al., 2006; Turan et al., 2007; Kalantari et
al., 2010; Lorincz et al., 2013; Mirabello et al., 2013).

Hipermetilagdo do DNA tem sido relatada nos carcinomas cervicais e ocorre
independentemente do status da infeccdo pelo HPV (Szalmas e Kénya, 2009).

2-2-3 Metilag&o de DNA e céncer cervical

Além da infecgéo pelo HPV de alto risco ser necessaria na carcinogénese cervical,
outros fatores como a inativacdo de genes supressores de tumor estdo envolvidos
na patogénese, nos varios estagios da doenca, visto que a maioria das mulheres
com NIC nao progridem para 0 cancer invasivo mas permanecem estaveis ou
espontaneamente apresentam regressao de lesdo ao longo do tempo. Metilagdo do
DNA tem sido detectada em lesbes pré-invasoras, sugerindo que esses
biomarcadores possam ter valor para o rastreamento do cancer cervical (Holowaty et
al., 1999; Duenas-Gonzalez et al., 2005; Jones e Baylin, 2007; Esteller, 2008;
Brentnall et al., 2014; Lorincz, 2014; Vidal et al., 2014).

Novos métodos de rastreio do cancer cervical estdo sendo pesquisados, visando
uma cobertura eficiente de todas as mulheres com menor custo. Estes métodos
podem ser considerados em trés areas principais: diagnostico da infeccdo pelo HPV,
identificacdo de biomarcadores de proliferacdo celular e deteccdo de mudancas
epigenéticas no hospedeiro ou no virus (Brown e Trimble, 2012). O uso de
biomarcadores pode melhorar a predicdo de progressao oncogénica bem como
reduzir as intervencdes cirargicas ndo comprometendo o futuro destas mulheres (Lin
et al., 2011; Chao et al., 2013).

A deteccdo de genes metilados em amostras cervicais € tecnicamente viavel e
representa uma fonte importante para a deteccdo de biomarcadores relevantes na
carcinogénese cervical, embora a frequéncia de metilacdo para um mesmo gene
ainda varie muito entre os estudos (Lorincz, 2014). Os pré-requisitos para um

biomarcador s&o: que haja confiabilidade na sua medicao e que ele tenha elevada
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sensibilidade e especificidade para deteccdo de doenca, resultando em um bom
VPP. Alguns genes promissores candidatos sdo DAPK1, RASSF1, CDH1, CDKN2A,
MGMT, RARB, APC, FHIT, MLH1, TIMP3, GSTP1, CADM1, CDH13, HIC1 e TERT
(Wentzensen et al., 2009).

2-3 Biomarcadores

Mais de 80 genes tém sido estudados como possiveis biomarcadores para o cancer
cervical (Wentzensen et al., 2009; Lai et al., 2010; Brebi et al., 2014; Brentnall et al.,
2014; Vidal et al., 2014). Até o momento ndo ha nenhum biomarcador que atenda
aos requisitos citados acima e alguns grupos propuseram a utilizacdo de painéis de
genes metilados com a finalidade de melhorar o rastreio do cancer cervical. CDH1,
FHIT, TERT, CDH13, MGMT, TIMP3, HIC1 foram detectados em mais de 60% dos

estudos em canceres cervicais (Wentzensen et al., 2009).

Feng et al. (2005) demonstraram 74% de sensibilidade e 95% de especificidade na
deteccdo de cancer cervical, utilizando um painel de metilacdo de trés genes:
DAPK1, RARB e TWIST1.

A literatura sobre hipermetilacdo de genes no cancer cervical € limitada assim como
nas NICs. Os genes escolhidos neste estudo foram aqueles para os quais havia
evidéncia de um papel da hipermetilacdo na progressdo da NIC ja descrito por
outros autores (Virmani et al., 2001; Widschwendter, Gattringer, et al., 2004; Lin et
al., 2005) (QUA.1).

Quadro 1- Biomarcadores incluidos no estudo

Nome dos genes supressores de tumor Funcédo do gene

MGMT | 06-methylguanine-DNA methyltransferase | Reparo DNA

CDH1 Cadherin 1 Adesao celular

TIMP3 | Tissue inhibitor of metalloproteinases3 Angiogénese
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2-3-1 MGMT (Metiltransferase de DNA-O-6-metilguanina)

E uma proteina reparadora do DNA que protege o genoma humano de carcindgenos
endogenos. Agentes alquilantes podem levar a mutagdes no DNA. A principal via de
reparacdo do DNA ocorre através da acdo da MGMT. Assim, a falta de atividade
enzimatica ou expressao da MGMT pode resultar em mutagdes no DNA promovendo
a carcinogénese, bem como torna os tumores mais sensiveis a algumas drogas
alquilantes usadas em quimioterapia, enquanto sua maior expressao pode ocasionar
guimioresisténcia (Sharma et al., 2009). Baixa expressdo de MGMT esta
relacionada a hipermetilacdo. A metilacdo de MGMT foi encontrada nos tumores de
colon, pulméao, leucemias, linfomas, es6éfago, estbmago e pancreas (Esteller et al.,
2001; Pluta et al., 2006). A expressdo de MGMT é variavel e dependente do tipo de
tumor, estando menos presente nos melanomas e tumores cerebrais e mais
expressos nos tumores de ovario e mama. Ha pouca informacéo sobre o seu papel
na carcinogénese cervical (Margison et al., 2003; Esteller e Herman, 2004; Jacinto e
Esteller, 2007).

2-3-2 CDH1 (E- caderina)

E uma glicoproteina transmembrana, célcio dependente e um dos principais
constituintes do complexo de adesé&o celular nas células epiteliais, sendo um gene
supressor de tumor (Gumbiner, 2005; Koriyama et al., 2007). Desempenha um
importante papel no crescimento celular e na integridade e arquitetura do tecido
(Chen et al., 2003), assim como na invasdo tumoral e metastases (Chen et al., 2003;
Hawes et al., 2010). A metilacdo de CDHL1 foi encontrada nas leucemias, tumores de

mama, esbfago, tireoide e estbmago (Esteller et al., 2001; Pluta et al., 2006).

2-3-3 TIMP3 (Inibidor de metaloproteinase 3)

O desenvolvimento do tumor e a ocorréncia de metastases tumorais dependem de
vascularizacdo. Proteinas angiogénicas, como fator de crescimento endotelial
vascular A (VEGF-A) e fator de crescimento de fibroblastos basicos (bFGF), sao
secretados por tumores para iniciar angiogénese estimulando a degradacdo da

membrana basal capilar, promovendo assim migracdo celular endotelial e
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proliferacao (Folkman, 2007). Na fase inicial da angiogénese ocorre degradacao de
matriz extracelular por proteinas da familia metaloproteinases de matriz (MMP).
Assim tanto as MMP como seus inibidores exercem importante papel no crescimento
e invasao tumoral, metistases e angiogénese (Rundhaug, 2003; Nagase et al.,
2006; Hawes et al., 2010). TIMP3 é um potente inibidor de MMP, consequentemente
de angiogénese e desenvolvimento tumoral, levando a apoptose (Ahonen et al.,
1998; Airola et al., 1998) o que indica poder suprimir alteracbes precoces do
desenvolvimento tumoral (Anand-Apte et al., 1997; Benezra, 1997). Sua néao
expressdo é um evento comum em tumores soOlidos e em metastases através do
aumento da atividade das MMPs (Shinojima et al., 2012). A metilagdo de TIMP3 foi
encontrada nos tumores de coélon (Esteller et al., 2001; Pluta et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3-1 Geral
Avaliar o perfil de metilagédo das ilhas CpG dos genes CDH1, TIMP3 e MGMT como

fatores preditivos para a recidiva de NIC.

3-2 Especificos
¢ Avaliar se o perfil de metilacao das ilhas CpG destes genes esta relacionado com

o grau da NIC.

e Avaliar se a presenca da infeccdo pelo HIV altera o perfil de metilagdo das ilhas

CpG destes genes.

e Auvaliar fatores de risco para recidiva de NIC.



38

4 PACIENTES E METODO

4-1 Desenho do estudo

Trata-se de estudo caso-controle aninhado a uma coorte, a partir de pecas de
conizacdo do colo uterino apresentando NIC, por cirurgia de alta frequéncia (CAF),
de mulheres infectadas e nao infectadas pelo HIV, que apresentaram recidiva da
lesdo (casos) ou nao (controles).

As mulheres infectadas pelo HIV foram oriundas do Setor de Ginecologia do Centro
de Treinamento e Referéncia de Doencgas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das
Clinicas (CTR-DIP Orestes Diniz).

As mulheres nao infectadas pelo HIV foram oriundas do Posto de Atendimento da
Sagrada Familia — Servico de Patologia do Colo, Prefeitura Municipal de Belo

Horizonte.

Todas as mulheres foram submetidas a CAF, no periodo entre janeiro de 1999 e
maio de 2004, por apresentarem algum grau de NIC. O periodo médio de
acompanhamento foi de dois anos. Definiu-se, na ocasido, como recidiva de lesdo o
aparecimento ou a persisténcia de NIC, identificada por alteracdo citologica e/ou
colposcopica, sempre confirmada por bidpsia, considerada padrdo ouro na analise e

independente do tempo decorrente da primeira conizacao.

As pecas parafinadas que foram encontradas em estoque nos laboratorios de
anatomia patolégica foram recrutadas para serem estudadas por methylation-
specific quantitative PCR (MSQP), para avaliar o perfil de metilacdo das ilhas CpG

dos genes.
4-2 Pacientes
Foram analisados blocos parafinados, pds conizagdo de 74 mulheres infectadas pelo

HIV (25 com recidiva de NIC e 49 sem recidiva) e de 73 mulheres néo infectadas

pelo HIV (8 com recidiva e 65 sem recidiva de NIC). Todas apresentavam bidpsia
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compativel com NIC e foram submetidas a conizacdo por CAF, tendo apresentado ou
ndo recidiva de lesdo, apds o seguimento pds operatorio. Ao final, somaram-se 33
casos (mulheres com recidiva de NIC) e 114 controles (mulheres sem recidiva de
NIC), todos independentemente da sorologia para o HIV.

Todos os blocos de parafina das 147 mulheres foram obtidos a partir do
levantamento de seus numeros de registro no Posto de Atendimento da Sagrada
Familia — Servico de Patologia do Colo, onde elas foram submetidas a CAF.
Encontravam-se estocados nos laboratérios Tafuri de Patologia e Municipal de
Referéncia de Analises Clinicas e Citopatologia da Regional Noroeste — SMSA/PBH,
gque eram os laboratorios de referéncia do servico na época. Foram entéo
encaminhados ao Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), para serem estudados quanto ao perfil de
metilacédo das ilhas CpG dos genes CDH1, TIMP3 e MGMT.

As analises foram feitas utilizando o Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
17.0.

4-3 Critérios de inclusao

Foram incluidas as pecas parafinadas de mulheres que concordaram em participar
dos estudos anteriores (Lima, 2005; Lodi, 2009) e que assinaram o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (APENDICE A), permitindo realizar estudos
biomoleculares que os pesquisadores julgassem apropriados, com o intuito de
buscar novas estratégias para a prevencado do cancer cervical e que apresentavam

algum grau de NIC no bloco parafinado, confirmado por novo exame histopatoldgico.

4-4 Critérios de excluséo

Foram excluidos os blocos parafinados com material insuficiente para o estudo e que

nao apresentavam mais NIC, confirmado por novo exame histopatolégico.
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4-5 Método

4-5-1 Teste de triagem sorolégica para o HIV

Todas as mulheres incluidas no estudo, infectadas ou néo pelo HIV, possuiam teste
sorolégico positivo ou negativo, respectivamente, segundo a Portaria n° 488, de 17
de junho de 1998, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude, na
época em que foram submetidas a CAF (ANEXO D).

4-5-2 Conizagéo por CAF

Todas as mulheres foram submetidas a CAF no bloco cirargico do Posto de
Atendimento Médico (PAM) Sagrada Familia, nos moldes de uma pequena cirurgia,
no periodo de 1999 a 2004, por apresentarem bidpsia compativel com NIC I, 1l ou lll.
A maioria das bidpsias com resultado NIC | fazia parte do grupo de mulheres

infectadas pelo HIV.

A histopatologia da bidépsia na época da CAF foi baseada na classificacdo proposta
por Richart (1973) (ANEXO E) e a terminologia para a descri¢cdo histopatoldgica das
lesbes precursoras do cancer cervical seguiu a orientacdo de Wright et al.(1994)
baseada na classificacdo de Richart (1973) (ANEXO F).

O aparelho utilizado foi o Wavetronic 2000 acoplado ao aspirador de fumaca. Em
todo o procedimento foi retirada a juncédo escamocolunar (JEC) e quando ela néo foi
visualizada, ou quando se tratava de NIC lll, o procedimento foi completado com o
uso da alca de canal para estudo adequado da JEC, com a preocupacéao de obter-se

margem endocervical negativa para a neoplasia.

O material obtido foi introduzido em frasco contendo solu¢cédo de formaldeido a 10%,
com volume correspondendo a pelo menos 10 vezes o volume do espécime
cirargico. A seguir, foi enviado para o laboratorio onde foi incluido em um ou mais
blocos de parafina. Permaneceram estocados por um periodo variavel de 12 a 17

anos.
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4-5-3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) para detec¢cédo do HPV

A deteccado do HPV foi realizada por meio da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), usando um primer consensus para cada grupo de baixo e alto
risco, incluindo os tipos de HPV 6,11 (baixo risco) e 16, 18, 31, 33 e 35 (alto risco),
por serem 0s mais prevalentes (Gok et al., 2007; Thomison et al., 2008), em estudo
realizado anteriormente (Lodi, 2009) (QUA. 2).

Quadro 2- Sequéncia de primers para deteccao DNA-HPV

Primers Sequéncia 5 -3’
HPV baixo risco F TACACTGCTGGACAACATGC
HPV baixo risco R GTGCGCAGATGGGACACAC
HPV alto risco F TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC
HPV alto risco R GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC

4-5-4 Analise microscopica

Foi selecionado um bloco de parafina de cada caso e controle para ser enviado ao
laboratério IPON (Faculdade de Medicina da UFTM), aquele que apresentava NIC
com maior grau de lesdo, segundo nova andlise realizada por um unico patologista.
Em um segundo momento, foram realizados novos cortes em microtomo para obter
material para extracdo do DNA e realizacdo da MSQP. Os cortes para analise
microscopica foram feitos antes e depois do material retirado para a realizacdo dos
ensaios, visando certificar-se da presenca ainda de NIC, de qualquer grau, no
material. Nessa fase, os critérios microscopicos foram reavaliados novamente por
um unico patologista. Toda a andlise foi cega para o conhecimento da infec¢do ou

nao pelo HIV e também para o conhecimento de recidiva ou ndo de lesao.
4-5-5 Extracdo de DNA das amostras parafinadas
Para a desparafinacdo e extracdo do DNA foi utilizado o ReliaPrep™ FFPE gDNA

Miniprep System (QIAGEN) conforme orientacdo do fabricante. De cada bloco

parafinado selecionado foram feitos, em microtomo, dez cortes de 5 uym e
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transportados para microtubos de 1,5 mL. Adicionados 300 pl de 6leo mineral e

incubado a 80°C por 1 minuto. Posterior agita¢cdo no vortex.

Para lise da amostra, foram adicionados 200 ul de tampé&o de lise e centrifugado a
10000 g durante 15 segundos a temperatura ambiente, formando duas fases, uma
inferior, aquosa e uma superior, oleosa. Posteriormente foram adicionados 20 pl de
Proteinase K na fase inferior e misturado por pipetagem. Incubado a 56°C por 1 hora
e a 80°C por mais 1 hora. A amostra foi resfriada a temperatura ambiente e
centrifugada brevemente. Em seguida, foram adicionados 10 pyl de RNAase A,
misturando a fase inferior por pipetagem. Novamente foi incubado a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Adicionados 220 pl de Tampao BL para cada amostra e
240 pl de etanol (95-100%) e levado ao vortex brevemente para misturar.
Centrifugado a 10000 g por 15 segundos a temperatura ambiente, formando

novamente duas fases uma inferior, aquosa e outra superior, oleosa.

Em seguida, a fase inferior aquosa da amostra foi transferida, para a coluna de
ligacado/tubo coletor, descartando o 6leo mineral restante. Apds centrifugacdo a
10000 g por 30 segundos a temperatura ambiente, o volume do tubo coletor foi
descartado. Posteriormente, foram adicionados 500 ul de solugdo de lavagem 1X
(com etanol adicionado), centrifugado a 10000 g por 30 segundos a temperatura
ambiente, e descartado o filtrado. Repetida a lavagem, em seguida o tubo foi
centrifugado com a tampa da coluna aberta a 16000 g por 3 minutos a temperatura
ambiente, para secar. A coluna foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL e descartado o tubo de coleta. Em seguida, 50 ul de tampao de eluicao
foram adicionados a coluna; centrifugado a 16000g por 1 minuto a temperatura

ambiente e armazenado o DNA eluido a -20°C.

4-5-6 Quantificacdo do DNA na amostra

Para a quantificagdo do DNA, 1 pl de Qubit™ Reagent 1:200 foi adicionado a 199
de Qubit™ Buffer, formando uma solucdo de trabalho. Em um microtubo foi
adicionado 1 pl da amostra a 199 pl da solugao acima, misturada com vortex por 3
segundos e incubado a temperatura ambiente, no escuro, por 2 minutos. Em seguida

foi feita a quantificacdo no Qubit 2.0 Fluordmetro.
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4-5-7 Ensaio de conversdo do DNA com bissulfito de sédio

Foi utilizado o MethylEdge™ Bisulfite Conversion System (PROMEGA). Em tubos de
PCR de 200 pl foram colocados 130 pl de Reagente ME de Converséao Bissulfito ME
e 20 ul de cada amostra de DNA extraido, pipetando para misturar. Centrifugado
brevemente para depositar a amostra no fundo do tubo. Em seguida foi levada ao
termociclador para incubar por 8 minutos a 98°C, em seguida 60 minutos a 54°C e
finalmente a 4°C.

Para cada amostra foi colocada uma coluna ME Spin em cada tubo de coleta.
Adicionados 600 pl de tampdo ME Binding a coluna. Transferidas as amostras
tratadas com bissulfito para a coluna e entdo misturado invertendo varias vezes.
Centrifugado a 10000 g por 30 segundos. Descartado o fluido do tubo coletor e entédo
foram adicionados 100 pl de tampdo ME Wash (24 ml de etanol + 6 ml de MEWash
Solution) e centrifugado novamente a 10000 g por mais 30 segundos. Em seguida
foram colocados 200 ul de tampéo dissulfonado ME para cada coluna e incubado a
25°C por 15 minutos e imediatamente depois centrifugado a 10000 g por 30
segundos. Na lavagem foram adicionados 200 pl de tampédo de lavagem ME e
centrifugado a 10000 g por 30 segundos. Esta lavagem foi repetida mais uma vez.
Apos foi colocado a coluna em tubo eppendorf limpo de 1,5 mL e adicionados 10 pl
de solucédo de eluicdo ME e centrifugado a 10000g por 30 segundos. Apés foram
adicionados 10 ul de agua free nuclease. Descartada a coluna, o tubo foi estocado a

-20°C, protegido da luz.

O tratamento do DNA com bissulfito resulta em deaminacdo da citosina
transformando em uracil. A citosina metilada (5metil citosina) € resistente a este
tratamento quimico. Realizando a PCR no DNA tratado com bissulfito permite a

identificacdo de regides metiladas no DNA (Herman et al., 1996).

Para determinar o perfil de metilacdo das ilhas CpG dos genes CDH1, MGMT e
TIMP3 foi realizada a técnica MSQP (Hattermann et al.,, 2008), utilizando o Kit
QIAGEN (QuantiNova™ SYBR Green PCR Kit). As reacbes foram executadas no
7900HT Fast Real 19 Time System® da Life Technologies, Software SDS nas

condi¢cOes descritas nas tabelas 1 e 2. Duas reac¢des de PCR séo feitas para cada
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amostra, uma usando iniciadores especificos (primers) para detectar DNA metilado e
outra usando iniciadores especificos (primers) para detectar DNA ndo metilado. As
sequéncias dos primers, de cada gene, podem ser vistas no quadro 3. Nao foram
feitas analises em duplicatas, devido a escassez de DNA extraido em cada amostra.

Tabela 1- Reacao Kit QIAGEN

Concentracao do

Reagentes estoque Concentracao final
SYBR Green PCR Master Mix 1x
QN ROX Reference Dye 30 uM 1x
Primer A 10 uM 1uM
Primer B 10 uM 1uM

Rnase - free water

Amostra <100 ng/reacéao

UM- micromolar; ng - nanograma

Seguindo as condicBes de ciclagem de temperatura a 95° C por 2 min para
desnaturacao inicial e 40 ciclos de desnaturacdo, anelamento e extenséo, sendo que
as condi¢cdes de temperatura de anelamento, assim como o volume das solucdes
para cada sequéncia iniciadora, foram otimizados por prévias padronizacfes
realizadas no IPON (TAB. 2). Finalmente foi realizada uma curva de dissociacao

conforme orientacéo do fabricante.
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Tabela 2- Volume de amostra e primers, concentragdo do estoque e da reagao
e condicOes de temperatura de anelamento em cada reacao.

Volume Volume Concentragcdo Concentracéo

Gene Alvo Temperatura de Anelamento

Primer amostra estoque reacao
TIMP3 M 1l 1l 10 uM 1uM 95°C/30 seg - 60°C /45 seg
TIMP3NM 15p 1,5l 10 uM 1uM 95°C /30 seg - 60°C /45 seg
CDH1 M 1,5 1,54 10 uM 1uM 95°C /30 seg - 60°C /45 seg
CDHINM 1l 1l 10 uM 1uM 95°C /15 seg - 60°C /30 seg
MGMT M 1l 1l 10 uM 1uM 95°C /15 seg - 60°C /60 seg
MGMT NM 1 pl 1l 10 uM 1uM 95°C /15 seg - 60°C /30 seg

M - metilado; NM - ndo metilado; seg- segundos; °C graus centigrados; pl -microlitro; uM micromolar

Quadro 3- Sequéncia dos primers dos genes em estudo

Gene

Sequéncia primers 5 - 3’

MGMT Nao metilado F

[TTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT

MGMT Nao metilado R

AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA

MGMT Metilado F

TTTCGACGTTCGTACCTTTTCGC

MGMT Metilado R

GCACTCTTCCGAAAACGAAACG

TIMP3 N&o metilado F TTTTGTTTTGTTATTTTTTGTTTTTGGTTTT
TIMP3 N&ao metilado R CCCCCCAAAAACCCCACCTCA

TIMP3 Metilado F CGTTTCGTTATTTTTTGTTTTCGGTTTTC
TIMP3 Metilado R CCGAAAACCCCGCCTCG

CDH1 Nao metilado F

TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTGT

CDH1 Nao metilado R

CACAACCAATCAACAACACA

CDH1 Metilado F

TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT

CDH1 Metilado R

TAACTAAAAATTCACCTACCGAC

A integridade da amostra de DNA foi inferida pela amplificacdo da [ actina
considerada como controle endégeno, por ser um gene expresso constitutivamente
(Livak e Schmittgen, 2001; Morse et al., 2005).
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5 ANALISE ESTATISTICA

A variavel resposta principal € a ocorréncia de recidiva de lesdo em mulheres
infectadas e néo infectadas pelo HIV e as covariaveis independentes séo: infeccédo
pelo HIV, o perfil de metilagdo das ilhas CpG dos genes CDH1, TIMP3 e MGMT,
variaveis clinicas (margem e ocupacdo glandular na CAF, citologia, colposcopia,
biépsia e anatomopatolégico da CAF, resultado do HPV) e variaveis
sociodemograficas (idade, paridade, tabagismo, idade de inicio de atividade sexual,
namero de parceiros). Foi utilizado o calculo amostral realizado em estudo anterior
(Lodi, 2009), devido a escassez de informacdes na literatura em relacdo a este
tema. Os dados foram armazenados e analisados no SPSS 17.0.

5-1 Calculo amostral

A variavel resposta principal foi a ocorréncia de recidiva de lesdo em pacientes
infectadas e nédo infectadas pelo HIV e as covariaveis: resultado do HPV, tipo de
HPV (alto e/ou baixo risco), margem e ocupacdo glandular na CAF, idade da
paciente, paridade, tabagismo, idade de inicio de atividade sexual, numero de
parceiros, citologia, colposcopia, biopsia e anatomopatologico da CAF. Baseando-se
em dados da literatura, estimou-se a proporcao de pacientes com recidiva em cada
estrato, que consiste da combinacdo do resultado de HIV, da recidiva e da
classificacdo do resultado do HPV. A partir do software StatXact, foi calculado o
poder do teste de Wilcoxon (método de mid rank) para comparar duas distribuicdes
multinomiais com variaveis categéricas com ordenacdo. Entre as varias situacdes
simuladas, foi escolhido o tamanho de amostra que correspondia ao poder de 90%
(Lodi, 2009).



Pacientes HIV + (N=94)

RECIDIVA
Nao (N=63)
Sim (N=31)
n(recidiva)

15

16

17

18

19

20

16

15

14

13

12

11

10

10

09

HPV - HPV + (Baixo risco)

0,20 0,70
0,10 0,35
n(nédo recidiva)

35

34

33

32

31

30

31

30

29

28

27

26

25

24

24

Pacientes HIV - (N=107)

RECIDIVA
Nao (N=98)
Sim (N=09)
n(recidiva)

09

08

07

06

05

09

09

09

09

09

08

08

08

08

08

05

05

05

05

05

HPV- HPV + (Baixo risco)

0,60 0,30
0,10 0,35
n(nao recidiva)

31

32

33

34

35

15

14

13

12

11

15
14

13

12

11

54

40

30

25

20

0,10
0,55

n(total)

50

50

50

50

50

50

47

45

43

41

39

37

35

34

33

0,10
0,55

n(total)
40

40

40

40

40

24

23

22

21

20

23
22

21

20

19

59

45

35

30

25

HPV + (Alto risco)

Poder (%)
93%
93%
94%
94%
94%
94%
92%
91%
90%
88%
86%
84%
81%
80%
7%

HPV + (Alto risco)

Poder (%)
97%
96%
94%
91%
86%
93%
92%
91%
90%
89%
91%

90%
89%
88%
87%
90%
89%
87%
86%
85%

a7
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5-2 Anédlise univariada
5-2-1 Anédlise univariada descritiva dos grupos de mulheres infectadas e néo
infectadas pelo HIV

Comparacédo entre os grupos de mulheres infectadas e néo infectadas pelo HIV, a
partir de analise de mediana usando-se teste U-Mann-Whitney para variaveis
continuas. Estas foram transformadas em categédricas e, assim, fez-se analise
univariada empregando-se o teste do Qui-quadrado de Pearson e teste exato de
Fisher para as variaveis idade, paridade, idade de inicio de vida sexual, nUmero de
parceiros, tabagismo, resultado da citologia oncética, avaliagdo colposcopica,
resultado de biopsia, anatomopatolégico da CAF, sinais de HPV no bloco, PCR para
deteccdo DNA-HPV, avaliagdo de margens cirdrgicas, avaliacdo de ocupacéo
glandular, recidiva de lesdo e perfil de metilacdo das ilhas CpG dos genes CDH1,
TIMP3 e MGMT, para verificar se 0s grupos eram ou ndo homogéneos. O nivel de

confianca estatistica de 0,05 foi utilizado para todas as analises.

5-2-2 Analise do perfil de metilagcdo, das ilhas CpG, dos genes em relacdo ao

grau de NIC

Andlise univariada, do perfil de metilacdo das ilhas CpG dos genes, em relacdo ao

grau de NIC, usando o teste do Qui-quadrado de Pearson e teste exato de Fisher.

5-2-3 Analise univariada dos grupos de mulheres infectadas e néo infectadas

pelo HIV em relacéo arecidiva ou ndo de NIC

Andlise univariada dos casos (pecas que recidivaram) e controles (pe¢as que néo
recidivaram) foi realizada usando-se o teste do Qui-quadrado de Pearson e teste
exato de Fisher para todas as variaveis categoricas ja citadas. Considerou-se o nivel
de significancia de 0,05. Foi calculado o indice de metilacdo, definido como o
numero total de genes metilados dividido pelo total de genes estudados, em cada
amostra e em seguida foi calculada a mediana do indice de metilagdo em cada
grupo. As variaveis que apresentaram p<0,25 nesta fase foram levadas para um

modelo multivariado por regressao logistica.



49

5-3 Anélise multivariada

Foi realizada a andlise multivariada por regresséo logistica, para estudo final de
associacao entre as variaveis significantes e recidiva de NIC. Todas as variaveis
com valor p<0,25 na analise univariada foram incluidas no modelo. Em seguida,
aquelas com baixo nivel de significancia (valor p mais alto) foram retiradas até que

restassem apenas as com significancia estatistica (p<0,05).
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6 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, plataforma Brasil,
parecer n°® 1.182.951 (ANEXO A).

As mulheres envolvidas neste estudo fizeram parte de estudos anteriores aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-
UFMG), parecer n° 239/07 (ANEXO B) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Secretaria Municipal de Saude de Belo Horizonte (CEP-SMSA/PBH), protocolo n°
060/2007 (ANEXO C).

Todas as mulheres assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido
(APENDICE A).
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7 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em duas etapas: a primeira mostrando o0s
resultados laboratoriais e a segunda os resultados das andlises estatisticas.

7-1 Resultados laboratoriais

A quantificagdo do DNA em cada amostra, foi feita no Quebit 2.0 Flurordbmetro e os

valores de leitura podem ser vistos na Tabela 3.

Tabela 3- Quantificacdo do DNA das amostras

Percentil
DNA Media | Mediana | Minimo | Maximo
25 50 75
ng/uL 21,49 17,60 0,50 99,80 7,77 17,60 29,40

ng- nanograma ; HL- microlitro

Para cada amostra, obteve-se uma curva de amplificacdo e uma de dissociagao,
especificas para cada gene e para o controle endégeno, B-actina na MSQP (FIG. 5
a 8).
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Figura 5- Curva de amplificacdo (A) e de dissociacao (B) da reacdo de MSQP
do gene TIMP3 metilado e curva de amplificacdo (C) e de dissociacédo (D) do
gene TIMP3 n&o metilado.
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Nas curvas de dissociagdo observa-se a presenca de um Unico pico que corresponde a formacao
de um Unico produto na MSQP.
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Figura 6- Curva de amplificacdo (A) e de dissociacao (B) da reacdo de MSQP
do gene MGMT metilado e curva de amplificacdo (C) e de dissociagéo (D) do
gene MGMT néao metilado.
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Nas curvas de dissociagdo observa-se a presenca de um Unico pico que corresponde a formacao
de um Gnico produto na MSQP.
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Figura 7- Curva de amplificacdo (A) e de dissociacao (B) da reacdo de MSQP
do gene CDH1 metilado e curva de amplificacdo (C) e de dissociacao (D) do

gene CDH1 ndo metilado.
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A seta indica a presenca de um pico com temperatura de dissociacao inferior a 65°C geralmente
associada a dimerizagéo de iniciadores.
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Figura 8- Curva de amplificacdo (A) e de dissociacéo (B) da reacdo de MSQP da

B actina

ol
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- Temperature ('C)
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Nas curvas de dissociacdo observa-se a presenca de um Unico pico que corresponde a formacao
de um dnico produto na MSQP.

7-2 Resultados das analises estatisticas

Foram analisadas 74 pecas parafinadas de mulheres infectadas pelo HIV e 73 de
nao infectadas, totalizando 147 pecas. A analise dos resultados foi dividida em trés
etapas, sendo a primeira univariada, descritiva, incluindo os grupos das mulheres
infectadas e nao infectadas pelo HIV, a segunda univariada incluindo os genes e o
grau de NIC e a terceira uni e multivariada em relacao a recidiva (n=33) ou ndo de
NIC (n=114).

As mulheres infectadas pelo HIV apresentavam uma mediana de linfocitos T CD4"
de 280 celulas/mm?®, (variacdo de 23 a 807 celulas/mm?®). Vinte e trés (31%)
mulheres apresentavam linfécitos T CD4* abaixo de 200 celulas/mm® no momento
da cirurgia. Todas faziam uso de terapia antiretroviral de alta eficacia (HAART) no
momento da CAF e apresentavam mediana de carga viral 4.981 copias/mL (variacao
de 1 a 8.317.637 copias/mL) (APENDICE B).
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7-2-1 Resultados da andlise univariada descritiva dos grupos de mulheres

infectadas e nao Infectadas pelo HIV.

Verificou-se a homogeneidade dos grupos e nao foi observada diferenca significativa
entre eles quanto a idade, paridade e idade de inicio de atividade sexual. Quanto a
idade, a mediana foi 33 anos nas infectadas pelo HIV e 34 anos nas néo infectadas
(p=0,12); o numero de parceiros apresentou mediana de 3 nas infectadas pelo HIV e
2 nas nao infectadas, excluindo-se 42 mulheres que nao informaram (p=0,03) (TAB.
4).

Tabela 4- Comparacdo da mediana entre as variaveis sociodemograficas,

segundo ainfeccéo pelo HIV

Infectadas HIV N&o infectadas HIV
(n=74) (n=73)
Valor p*
Mediana (A) Mediana (A)

Idade 33 (20 - 55) 34 (18 - 71) 0,12
Paridade 2(0-11) 2 (0-10) 0,15
Inicio vida

sexual 17 (13 - 29) 18 (13 - 22) 0,36
NUmero 3(1-5) 2(1-5) 0,03

parceiros**

* Teste U-Mann-Whitney - valor p para mediana; A- amplitude
** excluidos 24 casos infectadas HIV e 18 ndo infectadas, sem informacao

Quanto as variaveis sociodemogréaficas, considerando como ponto de corte a
mediana de cada uma, ndo se encontrou diferenca significativa entre os grupos em
relacdo a idade, tabagismo, paridade e idade de inicio de vida sexual. O tabagismo
foi levado em consideracdo apenas se a paciente era ou ndo fumante nho momento
da consulta. Em relacdo ao numero de parceiros, a maioria das mulheres infectadas
pelo HIV tiveram 3 ou mais parceiros sexuais (44,6%), enquanto as nao infectadas
no maximo 2 parceiros sexuais (41,1%), sendo significativa a diferenca entre os
grupos (p= 0,03)(TAB. 5).
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Tabela 5- Comparacdo entre as varidveis sociodemograficas, segundo a

infeccao pelo HIV.

Infectadas HIV N&o Infectadas
(n=74) HIV (n=73) valorp*| OR | 1C a95%
n % n %
ldade
< 33 anos 37 50,0 30 41,1 0,28 1,4 0,75-2,75
> 33 anos 37 50,0 43 58,9 1,0
Tabagismo
Fumante 27 36,5 28 38,4 0,82 0,92 0,47-1,80
N&o
fumante a7 63,5 45 61,6 1,0
Numero de
Parceiros
>3 33 44,6 25 34,2 0,03 23 1,06-513
<3 17 23,0 30 41,1 1,0
Perdas** 24 32,4 18 24,7
Paridade
>2 27 36,5 36 49,3 0,12 059 0,31-1,14
<2 47 63,5 37 50,7 1,0
Inicio da
vida sexual
< 17 anos 32 43,2 22 30,1 0,10 1,8 0,90-348
> 17 anos 42 56,8 51 69,9 1,0

*Teste Qui-quadrado Pearson ; OR - odds ratio ; IC —intervalo de confianca
** Excluidas 42 pacientes que ndo informaram o nimero de parceiros
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Na tabela 6 pode-se avaliar os exames realizados no pré e pOs operatorio. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos quanto a citologia oncética realizada no
pré operatorio, tendo sido excluidos da analise cinco casos de atipias de células
escamosas de significado indeterminado (ASC-US) (p=0,21).

A colposcopia, a biépsia, também realizadas no pré operatério e o resultado do grau
de NIC encontrado na CAF, apresentaram lesdo de maior grau nas mulheres néao
infectadas pelo HIV, com predominio de NIC II/lll neste grupo, com diferenca
significativa quando comparadas as mulheres infectadas (p= 0,000). Embora 55
(74,3%) mulheres infectadas pelo HIV apresentarem NIC | na biopsia cervical,
guando foram submetidas a CAF, 35 (47,3%) tiveram o diagnostico histopatolégico

de NIC II/III.

Quanto as caracteristicas histopatolégicas do cone cervical ndo houve diferenca
significativa entre os grupos e 10 casos foram excluidos da analise, por nao ter sido
possivel avaliar as margens cirargicas da peca operatOria, que apresentavam 0S

bordos queimados.

A PCR para deteccdo do DNA HPV foi realizada em 131 pecas, pesquisando 0s
tipos 6,11 de baixo risco e 16, 18, 31,33 e 35 de alto risco e ndo houve diferenca
significativa entre os grupos, embora o HPV de alto risco estivesse presente em
mais de 70% dos casos avaliados (n = 68). Foram excluidos 16 casos onde nao foi

possivel fazer a PCR para o HPV.
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Tabela 6- Comparacao entre os exames propedéuticos, segundo a infeccao

pelo HIV.
Infectadas HIV N&o infectadas
(n=74) HIV (n=73) Valor p* OR IC a 95%
n % n %

Citologia
Alterada 48 64,9 52 71,2 0,21** 0,63 0,30-1,30
Normal 25 33,8 17 23,3 1,0
Asc-us 1 1,3 4 55
Colposcopia
Grau Il 25 33,8 60 82,2 0,000 0,11 0,05-10,24
Grau | 49 66,2 13 17,8 1,0
Biopsia
NIC II/111 19 25,7 61 83,6 0,000 0,07 0,03-0,15
NIC | 55 74,3 12 16,4 1,0
CAF
NIC 11/l 35 47,3 60 82,2 0,000 0,19 0,09-0,41
NIC | 39 52,7 13 17,8 1,0
Margem cirdrgica
Comprometida 18 24,3 13 17,8 0,43 1,39 0,62 -3,11
Livre 53 71,6 53 72,6 1,0
Perda*** 3 4,1 7 9,6
Ocupacéo
Glandular
Presente 11 14,9 6 8,2 0,21 1,95 0,68 — 5,59
Ausente 63 85,1 67 91,8 1,0
PCR HPV
HPV positivo 39 52,7 29 39,7 0,20* 1,58 0,79 -3,14
HPV negativo 29 39,2 34 46,6 1,0
Perda**** 6 8,1 10 13,7
TIPO HPV *****
Alto risco 29 74,4 23 79,3 0,63* 0,76 0,24 - 2,39
Baixo risco 10 25,6 6 20,7 1,0

* Teste Qui-quadrado Pearson; OR - odds ratio; IC —intervalo de confianca
**valor p excluindo 5 casos de ASC-US

***axcluidos 10 casos sem avaliacdo de margens cirdrgicas por apresentarem bordos queimados.
**+*axcluidos16 casos que nao tiveram resultado do exame
*rxkk axcluidos os 79 casos negativos na PCR (foram pesquisados os tipos 6,11,16,18,31,33,35)
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Na tabela 7, encontram-se os genes CDH1, TIMP3 e MGMT avaliados pela
presenca ou ndo de metilacdo, em relagcdo aos grupos de mulheres infectadas ou
ndo pelo HIV. Nesta avaliacdo os genes metilados e hemimetilados foram incluidos
em um sé grupo, considerado metilado. Na outra parte da tabela, os genes sdo
avaliados separadamente, se metilados, hemimetilados ou ndo metilados.

N&o houve diferenca significativa, quanto a presenca ou ndo de metilacdo dos
genes CDH1, TIMP3 e MGMT, entre os grupos de mulheres infectadas e néo
infectadas pelo HIV. Os genes CDH1 e TIMP3 metilados e MGMT n&o metilado
estiveram presentes com maior frequéncia, tanto nas mulheres infectadas como nas
nao infectadas pelo HIV. Foram excluidos os casos onde n&o foram detectadas
amplificacBes do s genes CDH1 (16 casos), TIMP3 (42 casos) e MGMT (4 casos).

Quando foi avaliado o perfil de metilacdo dos genes separadamente, se metilados,
hemimetilados ou ndo metilados, também néo houve diferenca significativa entre os
grupos de mulheres infectadas e ndo infectadas pelo HIV. Os genes CDH1 e MGMT
apresentaram uma frequéncia maior de hemimetilacdo, quando comparado ao de
metilacdo, enquanto o gene TIMP3 esteve metilado em mais de 78% das mulheres

nos dois grupos (TAB.7).
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Tabela 7- Perfil de metilagdo dos genes, segundo a infecgédo pelo HIV.

N&o infectada
Infectada HIV
HIV

(n=74) Valorp | OR IC 95%
(n=73)

n % n %

Grupos M/HM X NM

CDH1
M/HM 43 60,6 39 65,0 0,60* 0,83 0,41-1,69
NM 28 39,4 21 35,0 1,0

TIMP3
M/HM 40 85,1 55 94,8 0,11»* 0,31 0,08-1,28
NM 7 14,9 3 5,2 1,0

MGMT
M/HM 31 43,7 30 41,7 0,81* 11 0,56 - 2,11
NM 40 56,3 42 58,3 1,0

Grupos M X HM X NM

CDH1
M 16 22,5 17 28,3 0,73*
HM 27 38,1 22 36,7
NM 28 39,4 21 35,0

TIMP3
M 37 78,7 50 86,2 0,23*
HM 3 6,4 5 8,6
NM 7 14,9 3 52

MGMT
M 1 1,4 1 1.4 0,97*
HM 30 42,3 29 40,3
NM 40 56,3 42 58,3

* Teste Qui-quadrado de Pearson; **Teste Fisher; OR - odds ratio ; IC —intervalo de confianca
M — metilado; HM — Hemimetilado; NM — ndo metilado
Excluidos casos que nao foram detectadas amplificagédo dos genes (16 CDH1, 4 MGMT, 42 TIMP3)
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Quando se observa o numero de genes metilados em cada grupo, 63 (85,1%)
mulheres infectadas pelo HIV apresentaram pelo menos um dos genes metilados,
sendo que em 10 (13,5%) todos estavam presentes metilados. No grupo das
mulheres néo infectadas pelo HIV, 68 (93,2%) apresentaram pelo menos um gene
metilado e em 13 (17,8%) todos estavam presentes metilados, embora néo tenha

sido encontrada diferenga significantiva entre os grupos (p=0,42) (TAB. 8).

Tabela 8- Namero de genes metilados, segundo a infec¢éo pelo HIV.

Numero de genes Infectada HIV (n=74) N&o infectada HIV (n=73)
metilados n % n %
0 11 14,9 5 6,8
1 22 29,7 25 34,2
2 31 41,9 30 41,1
3 10 13,5 13 17,8

*Teste Qui-quadrado; Valor p = 0,42

7-2-2 Resultados da analise do perfil de metilagcdo dos genes, em relagcédo ao

grau de NIC

Quanto a presenca ou ndao de metilacdo dos genes CDH1, MGMT e TIMP3, em
relacéo ao grau de lesdo da CAF, nao foi encontrada diferenca significativa entre os
grupos de mulheres com NIC II/lll (NIC de alto grau) e NIC | (NIC de baixo grau),

independente se infectadas ou ndo pelo HIV (TAB.9).

CDH1 metilado esteve presente em 66,7% das mulheres com NIC Il/lll, sendo que o
maior percentual referiu-se ao gene hemimetilado (40,5%) (p=0,42); TIMP3 metilado
esteve presente em 90,9% dos casos de NIC Il/lll, sendo que em somente 7,6%
esteve hemimetilado (p=0,98). Por outro lado, MGMT nédo metilado esteve presente
na maioria dos casos de NIC IlI/Ill (55,4%) como também dos casos de NIC | (60,8%)
(p=0,72) (TAB. 9).




63

Tabela 9- Perfil de metilagdo dos genes, segundo o grau de NIC, independente

dainfeccao pelo HIV.

NIC I1/1Il (n=95) NIC I (n=52)
Valor p OR IC 95%
n % n %
Grupos M/HM X NM
CDH1
M/HM 56 66,7 26 55,3 0,20* 1,62 0,78 - 3,36
NM 28 33,3 21 44,7 1,0
TIMP3
M/HM 60 90,9 35 89,7 1,0** 1,14 0,30 - 4,33
NM 6 9,1 4 10,3 1,0
MGMT
M/HM 41 44,6 20 39,2 0,54* 1,25 0,62 — 2,50
NM 51 55,4 31 60,8 1,0
Grupos M X HM X NM
CDH1
M 22 26,2 11 23,4 0,42*
HM 34 40,5 15 31,9
NM 28 33,3 21 44,7
TIMP3
M 55 83,3 32 82,1 0,98*
HM 7,6 7,7
NM 9,1 10,3
MGMT
M 1 1,1 1 2,0 0,72*
HM 40 43,5 19 37,3
NM 51 55,4 31 60,8

* Teste Qui-quadrado de Pearson; **Teste Fisher; ; OR - odds ratio ; IC —intervalo de confianga
M — metilado; HM — Hemimetilado; NM — ndo metilado
Excluidos casos que néo foram detectadas amplificacdo dos genes (16 CDH1, 4 MGMT, 42 TIMP3)
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Analisando a presenca ou ndo de metilacdo de cada um dos genes, CDH1, MGMT e
TIMP3 em relagcdo ao grau de lesdao da CAF, separadamente, nas mulheres
infectadas pelo HIV (TAB.10) e nas ndo infectadas (TAB.11), também n&o foi

encontrada diferencga significativa entre os dois grupos.

No entanto, nas mulheres infectadas pelo HIV com NIC II/lll, CDH1 esteve presente
metilado em 69,7% dos casos, sendo que em 42,4% esteve hemimetilado (p= 0,33)
e TIMP3 esteve presente totalmente metilado em 84,2% dos casos de NIC II/ Il (p=
0,34). MGMT também esteve presente com maior freqiiéncia (51,5%) nos casos de
NIC II/lll, no entanto totalmente hemimetilado (p= 0,25) (TAB. 10).

Nas mulheres nao infectadas pelo HIV, os genes CDH1 (64,7%) e TIMP3 (93,6%)
metilados apresentaram maior freqiéncia na NIC Il/lll, sendo que o CDH1
apresentou maior percentual de hemimetilados (39,2%) (p= 0,45) e TIMP3 de
metilados (83%). TIMP3 esteve 100% metilado nas mulheres com NIC | (p= 0,34).
Por outro lado, MGMT nao metilado esteve mais frequente na NIC ll/lll (59,3%) (p=
0,81) (TAB. 11).
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Tabela 10- Perfil de metilacdo dos genes, segundo o grau de NIC, nas mulheres

infectadas pelo HIV.

NIC 11/l (n=35) NIC I (n=39)
Valorp | OR IC 95%
n % n %
Grupos M/HM X NM

CDH1
M/HM 23 69,7 20 52,6 0,14 2,10 0,78-5,51
NM 10 30,3 18 47,4 1,0

TIMP3
M/HM 16 84,2 24 85,7 1,0%* 0,89 0,18-4,52
NM 3 15,8 4 14,3 1,0

MGMT
M/HM 17 51,5 14 36,8 0,21* 1,82 0,71-4,71
NM 16 48,5 24 63,2 1,0

Grupos M X HM X NM

CDH1
M 9 27,3 7 18,4 0,33*
HM 14 42,4 13 34,2
NM 10 30,3 18 47,4

TIMP3
M 16 84,2 21 75,0 0,34*
HM 0 10,7
NM 15,8 14,3

MGMT
M 0 0 1 2,6 0,25*
HM 17 51,5 13 34,2
NM 16 48,5 24 63,2

* Teste Qui-quadrado de Pearson; **Teste Fisher

M — metilado; HM — Hemimetilado; NM — n&o metilado; OR - odds ratio ; IC —intervalo de confianca
Excluidos casos que néo foram detectadas amplificagdo (3 CDH1, 27 TIMP3, 3 MGMT)
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Tabela 11- Perfil de metilagéo dos genes, segundo o grau de NIC, nas mulheres

ndo infectadas pelo HIV.

NIC 11/l (n=60) NIC I (n=13)
Valorp | OR IC 95%
n % n %
Grupos M/HM X NM
CDH1
M/HM 33 64,7 6 66,7 1,0%* 0,92 0,20-4,11
NM 18 35,3 3 33,3 1,0
TIMP3
M/HM 44 93,6 11 100,0 1,0
NM 3 6,4 0 0
MGMT
M/HM 24 40,7 6 46,2 0,71* 0,80 0,23-2,68
NM 35 59,3 7 53,8 1,0
Grupos M X HM X NM
CDH1
M 13 25,5 4 44,4 0,45*
HM 20 39,2 2 22,2
NM 18 35,3 3 33,3
TIMP3
M 39 83,0 11 100,0 0,34*
HM 10,6 0 0
NM 6,4 0 0
MGMT
M 1 1,7 0 0 0,81*
HM 23 39,0 6 46,2
NM 35 59,3 7 53,8

* Teste Qui-quadrado de Pearson; **Teste Fisher

M — metilado; HM — Hemimetilado; NM — ndo metilado; OR - odds ratio ; IC —intervalo de confianga

Excluidos casos que néo foram detectadas amplificacdo (13 CDH1, 15 TIMP3, 1 MGMT)
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Considerando as mulheres com NIC Il/lll em relagdo as mulheres com NIC |,
independente da infeccao pelo HIV, 87 (91,6%) mulheres do grupo NIC Il/lil e 44
(84,6%) do grupo NIC | apresentaram pelo menos 1 gene metilado, embora néo
tenha sido encontrada diferenca significativa entre eles (p= 0,30) (TAB.12).

Analisando o numero de genes metilados, quanto ao grau de NIC, separando o0s
dois grupos de mulheres infectadas e néo infectadas pelo HIV, verifica-se que em
ambos, com NIC II/lll, mais de 90% tiveram pelo menos um gene metilado. Por
outro lado, no grupo com NIC I, 31 (79,5%) mulheres infectadas pelo HIV
apresentaram pelo menos um gene metilado (p= 0,44), enquanto que nas nao
infectadas, 13 (100%) apresentaram pelo menos um gene metilado (p=0,08)
(TAB.12).
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Tabela 12- Numero de genes metilados, segundo o grau de NIC.

Numero de NIC I/l NIC |
genes (n=95) (n=52) valor p*
metilados n % n %
INFECTADAS E NAO INFECTADAS PELO HIV
0 8 8,4 8 15,4 0,30
1 30 31,6 17 32,7
2 44 46,3 17 32,7
3 13 13,7 10 19,2
INFECTADAS PELO HIV
(n=35) (n=39)
0 3 8,6 8 20,5 0,44
1 12 34,3 10 25,6
2 16 45,7 15 38,5
3 4 11,4 6 15,4
NAO INFECTADAS PELO HIV
(n=60) (n=13)
0 5 8,3 0 0 0,08
1 18 30,0 7 53,8
2 28 46,7 2 15,4
3 9 15,0 4 30,8

*Teste Qui-quadrado de Pearson

Quanto a presenca ou nao de metilacdo de cada um dos genes, CDH1, MGMT e
TIMP3, em relacdo aos trés graus de lesdo da CAF, separadamente, independente
da infeccdo pelo HIV, também ndo foi encontrada diferenca significativa entre os
dois grupos. CDH1 metilado esteve presente na maioria dos casos, principalmente
hemimetilado, nos trés graus de NIC (p= 0,50); TIMP3 metilado esteve presente em
mais de 77% dos casos (p= 0,96). Por outro lado, MGMT n&o metilado, foi mais
freqlente, nos trés graus de NIC (p= 0,80) (TAB.13).
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Tabela 13- Perfil de metilacdo dos genes, segundo os trés graus de NIC,

independente da infeccao pelo HIV.

NIC I (n=52) NIC Il (n=30) | NIC Ill (n=65)
Valor p*
n % n % n %
Grupos M/HM X NM

CDH1
M/HM 26 55,3 18 64,3 38 67,9 0,42
NM 21 44,7 10 35,7 18 32,1

TIMP3
M/HM 35 89,7 16 88,9 44 91,7 0,93
NM 4 10,3 2 11,1 4 8,3

MGMT
M/HM 20 39,2 11 37,9 30 47,6 0,56
NM 31 60,8 18 62,1 33 52,4

Grupos M X HM X NM

CDH1
M 11 23,4 5 17,9 17 30,4 0,50
HM 15 31,9 13 46,4 21 37,5
NM 21 44,7 10 35,7 18 32,1

TIMP3
M 32 82,1 14 77,8 41 85,4 0,96
HM 3 7,7 11,1 6,3
NM 10,3 2 11,1 4 8,3

MGMT
M 1 2,0 0 0 1 1,6 0,80
HM 19 37,3 11 37,9 29 46,0
NM 31 60,8 18 62,1 33 52,4

* Teste Qui-quadrado de Pearson;

M — metilado; HM- Hemimetilado; NM — néo metilado ;
Excluidos casos que néo foram detectadas amplificacdo (16 CDH1, 42 TIMP3, 4 MGMT)
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Avaliando apenas as mulheres infectadas pelo HIV (TAB. 14), observa-se que CDH1
metilado predominou nos trés graus de NIC, sempre com um maior numero de

hemimetilados.

TIMP3 esteve presente somente metilado nas mulheres infectadas pelo HIV, com
NIC Il (85,7%) e NIC 11l (83,3%), embora sem diferenca significativa (p= 0,98).

MGMT esteve mais frequente ndo metilado, nas mulheres infectadas pelo HIV com
NIC | (63,2%) e NIC Il (61,5%). No entanto nas mulheres com NIC IIl o perfil de
metilagdo foi maior, com 60% do gene hemimetilado. N&o foi detectado MGMT
metilado nestas mulheres com NIC Il e NIC Il (TAB. 14).

Nas mulheres nao infectadas pelo HIV (TAB. 15), também néo foi encontrada
diferenca significativa comparando a freqtiéncia de metilacdo dos genes com os trés
graus de NIC. CDH1 predominou metilado, variando o percentual de hemimetilacao

nos trés graus de NIC (p=0,53).

TIMP3 metilado esteve presente em 100% das mulheres néo infectadas com NIC |,

e acima de 70% nas mulheres com NIC Il e NIC 11l (p=0,48).

MGMT foi detectado apenas hemimetilado nas mulheres com NIC | e NIC Il e
metilado em somente 2,3% das mulheres com NIC Ill. Houve um predominio deste

gene nao metilado nos trés graus de lesao (TAB. 15).
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Tabela 14- Perfil de metilagcdo dos genes, segundo os trés graus de NIC, nas

mulheres infectadas pelo HIV.

NIC I (n=39) NIC Il (n=14) | NIC Ill (n=21)
Valor p*
n % n % n %
Grupos M/HM X NM

CDH1
M/HM 20 52,6 9 69,2 14 70,0 0,34
NM 18 47,7 4 30,8 6 30,0

TIMP3
M/HM 24 85,7 6 85,7 10 83,3 0,98
NM 4 14,3 1 14,3 2 16,7

MGMT
M/HM 14 36,8 5 38,5 12 60,0 0,22
NM 24 63,2 8 61,5 8 40,0

Grupos M X HM X NM

CDH1
M 7 18,4 3 23,1 6 30,0 0,65
HM 13 34,2 6 46,2 8 40,0
NM 18 47,7 4 30,8 6 30,0

TIMP3
M 21 75,0 6 85,7 10 83,3 0,70
HM 3 10,7 0 0 0 0
NM 4 14,3 1 14,3 2 16,7

MGMT
M 1 2,6 0 0 0 0 0,37
HM 13 34,2 5 38,5 12 60,0
NM 24 63,2 8 61,5 8 40,0

* Teste Qui-quadrado de Pearson; M —metilado; HM- Hemimetilado; NM — ndo metilado ;
Excluidos casos que néo foram detectadas amplificagdo (3 CDH1, 27 TIMP3, 3 MGMT)
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Tabela 15- Perfil de metilacdo dos genes, segundo os trés graus de NIC, nas

mulheres nao infectadas pelo HIV.

NIC I (n=13) NIC Il (n=16) | NIC Ill (n=44)
Valor p*
n % n % n %
Grupos M/HM X NM

CDH1
M/HM 6 66,7 9 60,0 24 66,7 0,90
NM 3 33,3 6 40,0 12 33,3

TIMP3
M/HM 11 100 10 90,9 34 94,4 0,62
NM 0 0 1 9,1 2 5,6

MGMT
M/HM 6 46,2 6 37,5 18 41,9 0,90
NM 7 53,8 10 62,5 25 58,1

Grupos M X HM X NM

CDH1
M 4 44,4 2 13,3 11 30,6 0,53
HM 2 22,2 46,7 13 36,1
NM 3 33,3 6 40,0 12 33,3

TIMP3
M 11 100,0 8 72,7 31 86,1 0,48
HM 0 0 2 18,2 8,3
NM 0 0 1 9,1 2 5,6

MGMT
M 0 0 0 0 1 2,3 0,92
HM 6 46,2 6 37,5 17 39,5
NM 7 53,8 10 62,5 25 58,1

* Teste Qui-quadrado de Pearson; M —metilado; HM- Hemimetilado; NM — ndo metilado ;
Excluidos casos que néo foram detectadas amplificacdo (13 CDH1, 15 TIMP3, 1 MGMT)
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Na tabela 16, mais de 80% das mulheres com NIC | e NIC II, independente da

infeccéo pelo HIV, (44 com NIC | e 25 com NIC Il) apresentaram pelo menos um

gene metilado, enquanto que em 62 mulheres com NIC Il (95,1%) tiveram pelo

menos um gene metilado (p=0,33). Quando se avalia 0s grupos separadamente,

observa-se que 79,5% das mulheres infectadas pelo HIV e 100% das né&o

infectadas, com NIC I, apresentaram pelo menos um gene metilado. Nas mulheres

com NIC Il e lll o percentual de presenca de algum gene metilado foi superior a 80%

nos dois grupos, e ndo houve diferenca significativa.

Tabela 16- Numero de genes metilados, segundo os graus de NIC.

Numero de NIC | NIC Il NIC 1
genes (n=52) (n=30) (n=65) Valor p*
metilados n % n % n %
INFECTADAS E NAO INFECTADAS HIV
0 8 15,4 5 16,7 3 4,6 0,33
1 17 32,7 9 30,0 21 32,3
2 17 32,7 12 40,0 32 49,2
3 10 19,2 4 13,3 9 13,8
INFECTADAS PELO HIV
(n=39) (n=14) (n=21)
0 8 20,5 2 14,3 1 4,8 0,48
1 10 25,6 6 42,9 6 28,6
2 15 38,5 4 28,6 12 57,1
3 6 15,4 2 14,3 2 9,5
NAO INFECTADAS PELO HIV
(n=13) (n=16) (n=44)
0 0 0 3 18,8 2 4,5 0,08
1 7 53,8 3 18,8 15 34,1
2 2 15,4 8 50,0 20 45,5
3 4 30,8 2 12,5 7 15,9

* Teste Qui-quadrado de Pearson;
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7-2-3 Resultados da anélise univariada, dos grupos de mulheres infectadas e

néo infectadas pelo HIV, em relagéo a recidiva ou ndo da NIC.

Como pode ser visto na tabela 17, no grupo de mulheres infectadas pelo HIV, 25
apresentaram recidiva de NIC e 49 ndo recidivaram. Ja no grupo de ndo infectadas,

8 recidivaram e 65 nao.

A chance de mulheres infectadas pelo HIV apresentarem recidiva de NIC foi 4,15
vezes a chance das mulheres néo infectadas apresentarem recidiva (IC a 95% =
1,72 —9,98).

N&ao houve diferenca significativa quanto a idade (p= 0,99), tabagismo (p=0,50),
namero de parceiros sexuais (p=0,60), paridade (p=0,39) e idade de inicio de

atividade sexual (p=0,96) em relacdo a recidiva ou néo de NIC.
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Tabela 17- Comparagdo entre as variaveis sociodemograficas, segundo a

recidiva ou ndo de NIC.

Com recidiva

Sem recidiva

(n=33) (n=114) Valor p*| OR IC a 95%
n % n %
ldade
< 33 anos 15 45,5 52 45,6 0,99 0,99 0,46 — 2,16
= 33 anos 18 54,5 62 54,4 1,0
Tabagismo
Fumante 14 42,4 41 36,0 0,50 1,31 0,60 — 2,89
N&o fumante 19 57,6 73 64,0 1,0
N° Parceiros
>3 10 30,3 48 42,1 0,60 0,77 0,29 — 2,05
<3 10 30,3 37 32,5 1,0
Perdas** 13 39,4 29 25,4
Paridade
=2 12 36,4 51 44,7 0,39 0,71 0,32 -1,57
<2 21 63,6 63 55,3 1,0
Inicio vida
sexual
< 17 anos 12 36,4 42 36,8 0,96 0,98 0,44 -2,19
> 17 anos 21 63,6 72 63,2 1,0
HIV
Infectadas 25 75,8 49 43,0 0,001 4,15 1,72 -9,98
N&o infectadas 8 24,2 65 57,0 1,0

*Teste Qui-quadrado Pearson ;OR - dds ratio ; IC —intervalo de confianca
**Excluidos 42 casos que ndo informaram o nimero de parceiros
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De acordo com a tabela 18, avaliando os exames realizados anteriormente a CAF
ndo foi observada diferenca significativa quanto a citologia oncotica (p=0,16), grau

da colposcopia (p=0,12) e grau de lesédo a biopsia (0,44).

Também o0 grau de lesdo na peca da CAF ndo mostrou diferenca significativa

(p=0,49) em relacdo as mulheres que apresentaram recidiva ou nao de NIC.

No entanto, quando se observa as caracteristicas histopatolégicas do cone cervical,
tanto as margens cirlrgicas como a ocupac¢do glandular apresentaram diferenca
significativa, mostrando que 13 mulheres (39,4%) que recidivaram apresentavam
margens cirdrgicas comprometidas, comparadas com as que nao recidivaram, onde
18 (15,8%) apresentaram margens comprometidas (p= 0,003) e a ocupacao
glandular estava presente em 12 mulheres (36,4%) com recidiva de lesdo (p=
0,000).

Ja o resultado da PCR para deteccao do tipo de HPV, em relacéo a recidiva ou néo
de NIC, néo foi significativo (p=0,45), embora 19 mulheres (57,6%) que tiveram
recidiva de lesdo apresentavam HPV e destas 17 (51,5%) foram diagnosticadas

como portadoras do HPV de alto risco (TAB. 18).
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Tabela 18- Comparacgéo entre os exames propedéuticos, segundo a recidiva ou
néo de NIC.

Com recidiva Sem recidiva
(n=33) (n=114) Valor p OR IC a 95%
n % n %
Citologia
Alterada 20 60,6 80 70,2 0,16* 0,56 0,25-1,26
Normal 13 394 29 254 1,0
Perdas*** 5 4,4
Colposcopia
Grau ll 23 69,7 62 54,4 0,12* 1,92 0,84 -4,41
Grau | 10 30,3 52 45,6 1,0
Biopsia
NIC 11/ 1 16 48,5 64 56,1 0,44* 0,74 0,34 -1,60
NIC | 17 51,5 50 43,9 1,0
CAF
NIC I/ 1 23 69,7 72 63,2 0,49* 1,34 0,58 — 3,09
NIC | 10 30,3 42 36,8 1,0
Margens
cirargicas
Comprometidas 13 39,4 18 15,8 0,003* 3,53 1,47 - 8,47
Livres 18 54,5 88 77,2
Perdas**** 2 6,1 8 7,0
Ocupacéo
glandular
Presente 12 36,4 5 4,4 0,000** 12,46 3,97 — 39,07
Ausente 21 63,6 109 95,6 1,0
PCR HPV
Positiva 19 57,6 49 43,0 0,45* 1,36 0,61-3,01
Negativa 14 42,4 49 43,0 1,0
Perdag***+* 16 14,0
Tipo HPV
Alto risco 17 51,5 35 30,7 0,20** 34 0,69 — 16,69
Baixo risco 2 6,1 14 12,3 1,0
Perdag***++* 14 42,4 65 57,0

* Teste Qui-quadrado Pearson*; *Teste Fisher ; OR - dds ratio ; IC —intervalo de confianga
***exclusdo de 5 casos de ASC-US;

*++* 10 Margens ndo avaliadas por apresentarem bordos queimados;

*rxkaxcluidos 16 casos que ndo tiveram resultado do exame

*rkkkk axcluidos os 79 casos negativos da PCR (Foram pesquisados os tipos 6,11,16,18,31,33,35)
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Na tabela 19, quanto a presenca ou nao de metilacdo dos genes CDH1, MGMT e
TIMP3, independente da infeccdo pelo HIV, foi encontrada diferenca significativa

para o gene TIMP3 (p= 0,04), em relacao a recidiva ou ndo de NIC.

CDH1 metilado esteve presente em 64,5% das mulheres com recidiva de NIC,
sendo que em 45,2% esteve hemimetilado, mas sem diferenca significativa (p=0,54).

TIMP3 esteve metilado na grande maioria das pacientes. Nas mulheres com recidiva
esteve presente em 77,8% e em 93,1% das mulheres sem recidiva de NIC com

diferenca significativa entre os grupos (p=0,04).

MGMT esteve metilado em 51,6% das mulheres com recidiva de NIC e em apenas
40,2% no grupo sem recidiva, sem diferenca significante entre os dois grupos
(p=0,26). Quando avaliado o perfil de metilacdo, MGMT esteve metilado em 6,5%
das mulheres com recidiva e hemimetilado em 45,2% enquanto nas mulheres sem
recidiva esteve ausente metilado e presente hemimetilado em 40,2%, com diferenca

significativa entre os dois grupos (p=0,02) (TAB.19).
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Tabela 19- Perfil de metilagc&o dos genes, segundo a recidiva ou ndo de NIC,

independente da infeccgao pelo

HIV.

Com recidiva Sem recidiva
NIC NIC
(n=33) (n=114) Valorp | OR IC 95%
n % n %
Grupos M/HM X NM

CDH1
M/HM 20 64,5 62 62,0 0,80* 1,11 0,48-2,58
NM 11 35,5 38 38,0 1,0

TIMP3
M/HM 14 77,8 81 93,1 0,04 0,26 0,07-1,04
NM 4 22,2 6 6,9 1,0

MGMT
M/HM 16 51,6 45 40,2 0,26* 159 0,71-3,53
NM 15 48,4 67 59,8 1,0

Grupos M X HM X NM

CDH1
M 6 19,4 27 27,0 0,54*
HM 14 45,2 35 35,0
NM 11 35,5 38 38,0

TIMP3
M 12 66,7 75 86,2 0,10*
HM 2 11,1 6 6,9
NM 4 22,2 6,9

MGMT
M 2 6,5 0 0 0,02*
HM 14 45,2 45 40,2
NM 15 48,8 67 59,8

* Teste Qui-quadrado de Pearson; **Teste Fisher; OR - odds ratio ; IC —intervalo de confianca
M — metilado ; HM- hemimetilado; NM — ndo metilado ;
Excluidos casos que néo foram detectadas amplificacdo (16 CDH1, 42 TIMP3, 4 MGMT)



80

Quando foram avaliados os grupos separadamente, em relacdo a presenga ou ndo
de metilacdo, nas mulheres infectadas pelo HIV n&o foi encontrada diferenca
significativa entre o grupo com recidiva de NIC e sem recidiva (TAB. 20).

CDH1 metilado esteve presente em 62,5% das mulheres infectadas pelo HIV com

recidiva, sendo que em 41,7% estava hemimetilado (p=0,90);

TIMP3 metilado esteve presente em 78,6% das mulheres infectadas pelo HIV com
recidiva, sendo que em apenas 14,3% estava hemimetilado (p=0,22).

MGMT esteve presente metilado em 47,8% das mulheres infectadas pelo HIV com
recidiva de NIC (p=0,62), enquanto que no grupo sem recidiva de NIC, esteve
presente apenas hemimetilado em 41,7% (p=0.33) (TAB. 20).

Nas mulheres néo infectadas pelo HIV também ndo se observa diferenca
significativa em relacéo a presenca ou ndo de metilacdo dos genes nos dois grupos
(TAB. 21).

CDH1 metilado esteve presente em 71,4% das mulheres com recidiva, também com

elevado indice de hemimetilacdo (57,1%) (p=0,46).

TIMP3 esteve somente metilado em 75% das mulheres ndo infectadas com recidiva
de NIC (p=0,16%).

MGMT metilado esteve presente em 12,5% das mulheres com recidiva de NIC e
hemimetilado em 50% delas, enquanto esteve somente hemimetilado (39,1%) nas
mulheres sem recidiva de NIC, com diferenca significativa entre os dois grupos
(p=0,01) (TAB. 21).
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Tabela 20- Perfil de metilacdo dos genes, segundo a recidiva ou ndo de NIC,

nas mulheres infectadas pelo HIV.

Com recidiva Sem recidiva
NIC NIC
(n=25) (n=49) Valorp | OR IC 95%
n % n %
Grupos M/HM X NM

CDH1
M/HM 15 62,5 28 59,6 0,81* 1,13 0,41-3,11
NM 9 37,5 19 40,4 1,0

TIMP3
M/HM 11 78,6 29 87,9 0,41 051 0,10-2,63
NM 3 21,4 4 12,1 1,0

MGMT
M/HM 11 47,8 20 41,7 0,62* 1,28 0,47 -3,49
NM 12 52,2 28 58,3 1,0

Grupos M X HM X NM

CDH1
M 5 20,8 11 23,4 0,90*
HM 10 41,7 17 36,2
NM 9 37,5 19 40,4

TIMP3
M 9 64,3 28 84,8 0,22*
HM 2 14,3 1 3,0
NM 3 21,4 4 12,1

MGMT
M 1 4,3 0 0 0,33*
HM 10 43,5 20 41,7
NM 12 52,2 28 58,3

* Teste Qui-quadrado de Pearson; **Teste Fisher; OR - odds ratio ; IC —intervalo de confianca
M — metilado ; HM- Hemimetilado; NM — n&o metilado;
Excluidos casos que ndo foram detectadas amplificacao (3 CDH1, 27 TIMP3, 3 MGMT)
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Tabela 21- Perfil de metilagdo dos genes, segundo a recidiva ou nao de NIC,

nas mulheres nédo infectadas pelo HIV.

Com recidiva Sem recidiva
NIC NIC
(n=8) (n=65) Valorp | OR IC 95%
n % n %
Grupos M/HM X NM

CDH1
M/HM 5 71,4 34 64,2 1,0** 1,40 0,25-7,91
NM 2 28,6 19 35,8 1,0

TIMP3
M/HM 3 75,0 47 95,9 0,21* 0,13 0,01-1,84
NM 1 25,0 2 4,1 1,0

MGMT
M/HM 5 62,5 25 39,1 0,27 2,6 0,57-11,8
NM 3 37,5 39 60,9 1,0

Grupos M X HM X NM

CDH1
M 1 14,3 16 30,2 0,46*
HM 4 57,1 18 34,0
NM 2 28,6 19 35,8

TIMP3
M 3 75,0 47 87,0 0,16*
HM 0 0 5 9,3
NM 1 25,0 3,7

MGMT
M 1 12,5 0 0 0,01*
HM 4 50,0 25 39,1
NM 3 37,5 39 60,9

*Teste Qui-quadrado Pearson; **Teste Fisher ; OR - odds ratio ; 1C —intervalo de confianca
M — metilado; HM- Hemimetilado; NM — n&o metilado ;
Excluidos casos que néo foram detectadas amplificagcdo (13 CDH1, 15 TIMP3, 1 MGMT)



83

Na tabela 22, 29 mulheres (87,9%) com recidiva de NIC e 102 mulheres (89,5%)
sem recidiva, independentes da infeccdo pelo HIV, apresentaram pelo menos um
dos genes, CDH1, MGMT, TIMP3, metilados (p=0,31). Também ndo houve diferenca
significativa quando foram comparados os grupos de mulheres infectadas e nao
infectadas pelo HIV separadamente, embora em 4% das mulheres infectadas pelo
HIV com recidiva os trés genes foram detectados metilados e este indice foi 3 vezes

maior (12,5%) nas mulheres nao infectadas pelo HIV.

Tabela 22- Numero de genes metilados, segundo a recidiva de NIC.

Numero de Com recidiva NIC Sem recidiva NIC
genes (n=33) (n=114) Valor p*
metilados n % n %
INFECTADAS E NAO INFECTADAS PELO HIV
0 4 12,1 12 10,5 0,31
1 10 30,3 37 32,5
2 17 51,5 44 38,6
3 2 6,1 21 18,4
INFECTADAS PELO HIV
(n=25) (n=49)
0 3 12,0 8 16,3 0,29
1 8 32,0 14 28,6
2 13 52,0 18 36,7
3 1 4,0 9 18,4
NAO INFECTADAS PELO HIV
(n=8) (n=65)

0 1 12,5 4 6,2 0,81
1 2 25,0 23 35,4
2 4 50,0 26 40,0
3 1 12,5 12 18,5

*Qui-quadrado Pearson
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O indice de metilagdo no grupo das mulheres com recidiva de NIC e também no
grupo das sem recidiva foi de 0,66 (mediana de dois genes metilados por cada caso
e controle).

7-3-4 Andlise multivariada

Foi realizada andlise multivariada (TAB. 23) por regressao logistica, incluindo todas
as variaveis que tiveram valor p < 0,25. Foram incluidos os genes CDH1 e MGMT,
por serem as variaveis diretamente relacionadas aos objetivos desta pesquisa,

apesar de terem apresentado valor p > 0,25 na andlise univariada (TAB. 19).

As variaveis, citologia e tipagem do HPV, e gene TIMP3 (APENDICE D) n&o foram
incluidas no modelo, apesar do valor p< 0,25, por levarem a uma redugéao importante
do numero de casos e controles (perda de 84 e 65 casos respectivamente). A
variavel colposcopia foi retirada do modelo de regressao pela sua interacdo com a
variavel citologia (p= 0,03) (APENDICE C).

Tabela 23- Modelo inicial da analise multivariada, segundo a recidiva ou ndo de
NIC.

Variavel Valor p OR IC 95%
Infecgéo HIV 0,09 2,48 0,87 — 7,06
Margens cirargicas 0,10 2.49 0,83 — 7.47
Ocupagdo glandular 0,001 11,57 2,90 — 46,18
CDH1 0,64 0,78 0,28 — 2,18
MGMT 0,97 1,02 0,37 - 2,85

OR - odds ratio ; IC —intervalo de confianca
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As variaveis sem significancia estatistica (p> 0,05) foram retiradas do modelo inicial
e do subsequente na seguinte ordem: MGMT e CDH1. O modelo final contou com
trés varidveis com significaAncia independentes (TAB. 24).

Tabela 24- Modelo final da analise multivariada, segundo a recidiva ou nao de
NIC.

Variavel Valor p OR IC 95%
Ocupagéo glandular 0,000 11,60 2,93 — 45,89
HIV 0,09 2,47 0,87 -7,05
Margem comprometida 0.09 250 087 —7.27

Teste Hosmer e Lemeshow (p=0,94); OR - odds ratio ; IC —intervalo de confianca
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8 DISCUSSAO

A discusséo sera feita de acordo com a sequéncia de apresentacdo dos resultados.

8-1 Discussdo dos resultados das analises dos grupos de mulheres infectadas
ou nao pelo HIV

Comparando os grupos de mulheres infectadas e nao infectadas pelo HIV, n&o
houve diferenca significativa quanto a idade e tabagismo, em relacdo ao risco de
NIC, estando de acordo com alguns trabalhos (Flatley et al., 2009; Lima et al., 2009;
Lodi et al.,, 2011; Ceccato Junior et al., 2016), embora Mzarico et al.(2015)
estudando 1007 mulheres nédo infectadas pelo HIV, observou que a chance dessas
mulheres, tabagistas (média de 7 cigarros/dia), desenvolverem NIC foi 1,64 vezes a
chance das néo tabagistas (IC 95%= 1,33-1,88; p<0,05). Massad et al. (2015) em
estudo de coorte multicéntrico incluindo 3465 mulheres, 900 ndo infectadas pelo HIV
e 2565 infectadas, encontraram diferenca significativa entre os grupos, em relacéo a
idade (p< 0,0001) e tabagismo (p=0,01). No estudo de Teixeira et al.(2012) onde
foram avaliadas 494 mulheres infectadas pelo HIV, as mulheres jovens (<34 anos)
apresentaram maior chance de NIC (OR 1,5: IC 95%=1,0-2,4) e ndo encontraram
relacdo com o tabagismo. Em nosso estudo o tabagismo foi levado em consideracao

apenas se a paciente era ou nao fumante no momento da consulta.

Também nado houve diferenca significativa quanto a paridade, com uma mediana de
dois partos e idade de inicio de vida sexual, mediana de 17 anos, estando de acordo
com alguns trabalhos (Lima et al., 2009; Lodi et al., 2011), embora Ceccato Junior et
al. (2016) tenham relatado um maior numero de partos (P= 0,0001) e inicio de
atividade sexual mais precoce (p=0,02) em mulheres infectadas pelo HIV. No estudo
de Pinto et al. (2011) onde os autores avaliaram 631 mulheres infectadas pelo HIV,
foi observado que 32% iniciaram vida sexual antes dos 16 anos, sendo indicado

como fator de risco para NIC.

Quanto ao numero de parceiros, 44,6% das mulheres infectadas pelo HIV e 34,2%

das nédo infectadas tiveram mais de 3 parceiros sexuais, sendo significante a
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diferenca entre os grupos (p=0,03), estando de acordo com alguns trabalhos da
literatura (Lodi et al., 2011; Massad et al., 2015; Ceccato Junior et al., 2016), embora
no estudo de Lima et al., (2009), onde foram estudadas 94 mulheres infectadas pelo
HIV e 107 nado infectadas, o numero de parceiros sexuais nao tenha sido
significante. Pinto et al. (2011) avaliando somente mulheres infectadas pelo HIV,

observaram que 61% (n=631) delas tiveram no maximo 5 parceiros sexuais.

Em 33,8% das mulheres infectadas pelo HIV e 23,3% das n&o infectadas o resultado
da citologia oncética foi normal, indicando um elevado indice de falso negativo do
exame, visto que todas as pacientes incluidas neste estudo apresentavam algum
grau de NIC na bidpsia e na CAF. Estudos demonstram uma baixa sensibilidade da
citologia oncotica na deteccéo de lesdes cervicais (Schiffman et al., 2007), sendo no
maximo de 55,2% para diagnostico de NIC Il e 57,1% para NIC Il (Arbyn et al.,
2008; Arbyn et al., 2010).

A colposcopia mostrou resultados condizentes com os da bidpsia. Também se
observa que 74,3% das mulheres infectadas pelo HIV apresentavam NIC I. No
periodo em que estas mulheres foram submetidas a CAF, a cirurgia estava indicada
para mulheres infectadas pelo HIV com NIC I, devido ao maior risco destas mulheres
apresentarem progressao da doenca (Fruchter et al., 1996; Levi et al., 2002; Levi et
al., 2004; Nappi et al., 2005; Massad et al., 2007). Como de fato, quando realizada a
CAF houve um agravamento das lesdes nas infectadas pelo HIV, com os resultados
da biépsia subestimando o grau da lesédo. Alguns trabalhos mostram um risco de
NIC de alto grau maior nas mulheres infectadas pelo HIV quando comparadas as

nao infectadas (Denslow et al., 2014; Massad et al., 2015).

Avaliando as caracteristicas histopatolégicas da peca cirdrgica, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos, sendo que mais de 70% apresentaram margens livres e
mais de 60% auséncia de ocupacdo glandular estando de acordo com os achados
de Foulot et al.(2008). Foram excluidos 10 casos que apresentaram bordos
gueimados impossibilitando a avaliacdo adequada das margens cirargicas. Van
Bogaert (2014) estudando 83 mulheres infectadas pelo HIV e 143 nao infectadas,

com NIC Il e lll submetidas a CAF, verificaram margens livres na peca cirlrgica em
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34,9% e comprometidas em 65,1%, sendo que destas 43,9% eram infectadas pelo
HIV e 56,1% nao infectadas (p=0,88).

Quando foi realizada a PCR para identificacéo do tipo de HPV, se de alto ou baixo
risco, também nao foi constatada diferenca significativa entre os grupos, embora o
HPV estivesse mais presente nas mulheres infectadas pelo HIV (52,7%) em relagao
as nao infectadas (39,7%) estando de acordo com a literatura, onde os estudos
mostram uma maior prevaléncia da infeccao pelo HPV nas mulheres infectadas pelo
HIV, com indices variando de 34 a 98% (Ellerbrock et al., 2000; Levi et al., 2004;
Pinto et al., 2011; Veldhuijzen et al., 2011; Araujo et al., 2012; Teixeira et al., 2012;
Zhang et al., 2014; Ceccato Junior et al., 2016). O HPV de alto risco esteve presente
em mais de 70% das mulheres, em ambos 0s grupos, o que se confirma na literatura
(Widschwendter, Gattringer, et al., 2004; Li et al., 2011, Spinillo et al., 2014; Ceccato
Junior et al., 2016). Ja esta bem documentado na literatura, que tanto a infecgcéo
pelo HPV de alto risco (De Vuyst et al., 2012) como NIC (Chung et al., 2013) em
mulheres infectadas pelo HIV sdo mais frequentes quando comparadas as nao
infectadas (Bierkens et al., 2013).

A presenca de genes ndo metilados em amostras de tumores primarios pode ser
decorrente da presenca de tecido normal, assim como uma possivel
heterogeneidade dentro da amostra do tumor para alteracdo epigenética (Bachman
et al., 1999) o que justificaria a presenca dos genes CDH1, MGMT e TIMP3 néo

metilados nestas amostras.

N&o houve diferenca significativa, entre os grupos de mulheres infectadas e nao
infectadas pelo HIV, quanto a presenca ou ndo de metilacdo dos genes CDH1,
TIMP3 e MGMT. Poucos estudos na literatura avaliam biomarcadores do cancer
cervical em mulheres infectadas pelo HIV (Nye et al., 2013; Vidal et al., 2014). De
Vuyst et al. (2015) e Bierkens et al. (2013) estudando mulheres co-infectadas pelo
HIV e HPV, avaliaram a presenca dos genes CADM1, MAL e MIR124-2 em
esfregacos cervicais e encontraram uma frequéncia maior destes genes metilados
em mulheres com NIC Il e NIC lll em relagdo as mulheres sem NIC. Também
observaram uma menor frequéncia desses genes em mulheres com NIC Il quando

comparadas com mulheres com NIC Il, demonstrando que genes marcadores de
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metilacdo na carcinogénese cervical sdo métodos promissores de triagem nessas

mulheres.

8-2 Discussdo dos resultados das analises de metilacdo dos genes segundo 0

grau de NIC

Quanto a presenca ou ndo de metilagdo dos genes CDH1, MGMT e TIMP3, de
acordo com o grau de lesdo encontrada na CAF, ndo houve diferenga significativa
guando comparamos o grupo de mulheres com NIC II/lll em relagdo ao grupo com
NIC I, independente da infec¢ao pelo HIV.

Avaliando os grupos separadamente, também n&o foi encontrada diferenca
significativa. No entanto nas mulheres infectadas pelo HIV, CDH1 esteve presente
69,7%, TIMP3 em 84,2% e MGMT em 51,5% metilados no grupo com NIC II/lll. Nas
mulheres nao infectadas com NIC IlI/lll, CDH1 metilado esteve presente em 64,7%,
estando de acordo com o estudo de Flatley et al.(2009) onde os autores observaram
maior frequéncia de CDH1 em mulheres com NIC Il/lll quando comparadas com
mulheres com NIC | (p= 0,007).

Também nas mulheres nao infectadas pelo HIV, TIMP3 metilado esteve presente em
93,6% (83,0% de metilados na NIC II/lll e em 100% dos casos na NIC |). MGMT
metilado esteve presente em 40,7% na NIC II/lll, ndo tendo diferenca significativa
guando comparado com o grupo com NIC |. Nos trabalhos de Virmani et al., (2001) e
Sun et al.(2012), os autores encontraram uma diferenca significativa em relacdo a
presenca de MGMT quando compararam NIC [I/lll com NIC |, mostrando ser um

bom biomarcador para lesdes pré invasoras.

Quando se compara a presenca ou ndo de metilacdo dos genes CDH1, TIMP3 e
MGMT com os trés graus de NIC separadamente, independente da infeccédo pelo
HIV, também ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Da mesma forma
avaliando somente as mulheres infectadas pelo HIV, também néo foi encontrada

diferenca significativa entre os grupos.
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Em revisdo sistemética da literatura, incluindo 51 estudos, com mulheres néo
infectadas pelo HIV, (14% com material parafinado), verificou-se que 0s genes
metilados mais prevalentes no céancer cervical foram CDH1 (58%), MGMT e
RASSF1A (< 20%). Analisando os diversos estudos, CDH1 apresentou uma ampla
variacdo na frequéncia, tanto em tecido normal como nas les@es invasivas. Um pré
requisito importante para um biomarcador é a seguranca de seu resultado e isso foi
encontrado em 60% dos estudos com CDH1, MGMT e TIMP3. Outro pré requisito €
sua sensibilidade com bom VPP, o que nao foi encontrado com nenhum marcador

sozinho (Wentzensen et al., 2009).

Nas mulheres néo infectadas pelo HIV, o gene CDH1 esteve metilado em 66,7% na
NIC I, 60,0% na NIC Il e 66,7% na NIC Il (p=0,90). A literatura mostra uma
frequéncia de metilacdo de CDHL1 superior a 80% no cancer invasor, variando de 26
a 39% na NIC 1l/11l, 23% na NIC | e auséncia em tecidos normais, sendo considerado
um candidato a biomarcador de deteccdo precoce do cancer cervical
(Widschwendter, Gattringer, et al., 2004; Widschwendter, Ivarsson, et al., 2004,
Shivapurkar et al., 2007; Terra et al., 2007; Flatley et al., 2009). No trabalho de
Narayan et al.(2003) os autores encontraram CDH1 metilado presente em 51,1% no
cancer cervical e somente 6,7% na NIC demonstrando maior reducédo da metilacdo
desse gene no cancer invasor, sugerindo entdo que sua inativacado seja um evento
mais tardio. Estudos mostram CDH1 mais frequente nos carcinomas de células
escamosas em relacdo aos adenocarcinomas (Narayan et al.,, 2003; Cavallaro e
Christofori, 2004; Branca et al., 2006; Kang et al., 2006; Shivapurkar et al., 2007).

Também, nas mulheres ndo infectadas pelo HIV, o gene TIMP3 metilado esteve
presente em 100% com NIC I, 90,9% com NIC Il e 94,4% com NIC Ill, ndo
mostrando diferenca significativa (p= 0,62). Widschwendter, Gattringer, et al. (2004)
encontraram uma frequéncia de metilacdo de TIMP3, ausente em NIC |, 16% em
NIC 1I/lll e 100% no céancer invasor, com significante diferenca entre os grupos
(p=0,001) enquanto Narayan et al.(2003) encontraram uma frequéncia de 1,1% no
cancer de células escamosas. Alguns trabalhos na literatura mostram que a
presenca do gene TIMP3 metilado € mais prevalente nos adenocarcinomas quando

comparados aos carcinomas de células escamosas (Narayan et al., 2003; Jeong et
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al., 2006; Kang et al., 2006; Wisman et al., 2006; Henken et al., 2007; Wentzensen
et al., 2009).

O gene MGMT nas mulheres nao infectadas pelo HIV, esteve metilado em 46,2% na
NIC I, 37,5% na NIC Il e 41,9% na NIC Ill (p=0,90). Banzai et al. (2014) relatam
MGMT metilado presente em 20,8% de mulheres sem NIC, 27,3% com NIC Ill e 34%
com cancer invasor ndo encontrando diferenca significativa entre o0s grupos
(p=0,76). Outros estudos mostram que a frequéncia de hipermetilacdo de MGMT na
NIC e no céancer cervical varia de 5 a 92%. (Virmani et al., 2001; Narayan et al.,
2003; Kang et al., 2005; Lin et al., 2005; Zambrano et al., 2005; Jeong et al., 2006;
Henken et al., 2007; Jacinto e Esteller, 2007; Shivapurkar et al., 2007; Wentzensen
et al., 2009; Yang et al., 2010; Spathis et al., 2011). Alguns trabalhos mostram um
aumento na frequéncia do gene MGMT metilado a medida que ocorre agravamento
do grau de NIC (Virmani et al., 2001; Widschwendter, Gattringer, et al., 2004; Lin et
al., 2005; lliopoulos et al., 2009; Kim et al., 2010). Segundo alguns autores, MGMT
metilado € mais frequente em carcinomas de células escamosas quando

comparados aos adenocarcinomas (Dong et al., 2001; Henken et al., 2007).

8-3 Discussdao dos resultados das analises dos grupos em relacdo a ocorréncia

ou nao de recidiva de NIC

Considera-se doenca residual aquela identificada durante o primeiro ano apés a
CAF, ao passo que € considerada recidiva quando acontece apdés o segundo ano
(Paraskevaidis et al., 1991; Gonzalez et al., 2001; Milojkovic, 2002; Van Hamont et
al., 2006; Kitchener et al., 2008; Prato et al., 2008; Oliveira et al., 2012). Neste
estudo foi considerado recidiva de lesdo o aparecimento ou a persisténcia de NIC

identificada por biopsia, independente do tempo decorrente da primeira conizacgéao.

Observou-se que a chance das mulheres infectadas pelo HIV apresentarem recidiva
de NIC foi 4,15 vezes a chance das pacientes ndo infectadas recidivarem (IC 95% =
1,72 — 9,98). Russomano et al.(2013) avaliando 60 mulheres infectadas pelo HIV e
209 nao infectadas, encontraram um risco de recidiva de NIC 4,21 vezes maior nas
infectadas (IC 95% = 1,42-12,43), corroborando com nosso estudo e também com

outros autores (Heard et al., 2005; Nappi et al., 2005; Alonso et al., 2006; Lima et al.,
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2009; Cefjtin et al., 2011, Lodi et al., 2011). A literatura mostra taxas de recidiva de
NIC, variando de 25 a 55% em mulheres infectadas pelo HIV (Massad et al., 2007,
Lima et al., 2009; Lodi et al., 2011; Malapati et al., 2011) e 5 a 21%, em mulheres
nao infectadas (Terra et al., 2007; Lima et al., 2009; Lodi et al., 2011; Ryu et al.,
2012; Katki et al., 2013; Kong et al., 2014).

Neste estudo todas as mulheres infectadas pelo HIV estavam em uso de terapia
antiretroviral (HAART) no momento do diagnéstico da NIC e da realizacdo da CAF.
Ainda é controverso o impacto da HAART no desenvolvimento de NIC e recidiva
(Zeier et al.,, 2012; Blitz et al.,, 2013; Patrelli et al., 2013). Huchko et al.(2014)
avaliando 283 mulheres infectadas pelo HIV com NIC, ndo encontraram diferenca
significativa quanto ao uso de HAART e recidiva de lesédo (OR = 2,25 — IC 95%: 0,7—
12,0).

A idade (p=0,99), o tabagismo (p=0,50), o numero de parceiros sexuais (p=0,60), a
paridade (p=0,39) e idade de inicio de atividade sexual (p=0,96) ndo foram
significantes para recidiva de NIC, estando de acordo com alguns estudos (Alonso et
al., 2006; Lima et al., 2009; Lodi et al., 2011; Kodampur et al., 2013; Russomano et
al., 2013), embora em outros trabalhos, a idade tenha sido relatada como fator de
risco (Flannelly et al., 2001; Paraskevaidis et al., 2003; Manchanda et al., 2008;
Serati et al., 2012; Jin et al., 2015). Fu et al., (2015) e Herfs et al.(2015) avaliando
mulheres submetidas a CAF por NIC ndo encontraram diferenca significativa entre
0S grupos com e sem recidiva, quanto a idade (p=0,59) e tabagismo (p=0,78). Serati
et al.(2012) encontraram taxa de recidiva de NIC de 22,7% e nao observaram
diferenca significativa em relacdo ao tabagismo (p=0,30) e idade de inicio de

atividade sexual (p=0,27).

A citologia oncética (p=0,16), a colposcopia (p=0,12), o grau de lesdo a biopsia
(p=0,44) assim como o grau de lesdo na peca da CAF (p=0,49), também n&o foram
significantes, embora a maioria das mulheres que apresentaram recidiva tivesse
citologias alteradas no encaminhamento, colposcopia grau Il e NIC I/l no
anatomopatolégico da CAF estando de acordo com alguns trabalhos (Heard et al.,
2005; Malapati et al., 2011; Russomano et al., 2013). Kodampur et al.(2013)

demonstraram significativo VPP da citologia oncoética antes da CAF (p=0,043) e Del
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Mistro et al.(2015) encontraram um risco maior de recidiva de NIC em mulheres com
NIC 11l (OR 6,02; IC 95%= 1,73 — 20,9) estando de acordo com outros trabalhos que
mostram chance de recidiva de NIC, variando de 1 a 21%, em mulheres tratadas por
NIC Il (Chan et al., 2009; Melnikow et al., 2009).

Avaliando as caracteristicas histopatolégicas do cone, observou-se que quando
havia comprometimento das margens cirdrgicas e ocupacao glandular, as taxas de
recidiva de NIC foram mais altas o que ja se encontra bem estabelecido na literatura
(Maluf et al., 2004; Nagi e Schlosshauer, 2006; Alonso et al., 2007; Bae et al., 2007;
Ghaem-Maghami et al., 2007; Meng et al., 2007; Terra et al., 2007; Tyler et al., 2007;
Manchanda et al., 2008; Prato et al., 2008; Lima et al., 2009; Baloglu et al., 2010;
Cejtin et al., 2011; Lodi et al., 2011; Serati et al., 2012; Kong et al., 2014; Del Mistro
et al., 2015; Jin et al., 2015; Van Bogaert, 2015; Wu et al., 2015), embora outros
trabalhos ndo tenham encontrado significancia em relacdo ao comprometimento ou
nao de margem cirargica e recidiva (Oliveira et al., 2012; Russomano et al., 2013; Fu
et al., 2015; Herfs et al., 2015). Kodampur et al.(2013) relataram que mulheres
submetidas a CAF por NIC, com margens livres e presenca de ocupacao glandular
no cone, apresentaram chance de recidiva de lesdo 2,67 vezes a chance de

mulheres sem ocupacéao glandular recidivarem (IC 95% = 1,27-5,64).

O HPV néo foi significativo como fator de risco para recidiva de NIC (p= 0,45)
embora 51,5% das mulheres com rediciva de NIC tinham HPV de alto risco. Foram
pesquisados os tipos 6,11 de baixo risco e 16,18,31,33 e 35 de alto risco
considerados os mais prevalentes de acordo com a literatura (Gok et al., 2007;
Thomison et al., 2008; Serati et al., 2012). Estudos demonstram a infeccdo pelo
HPV, principalmente HPV 16, significativo fator de risco para recidiva de NIC (Du et
al., 2013; Herfs et al., 2015). Outros trabalhos também apontam a infec¢ao pelo HPV
de alto risco como fator de risco para recidiva de NIC (Nappi et al., 2005; Alonso et
al., 2006; Verguts et al., 2006; Alonso et al., 2007; Bae et al., 2007; Terra et al.,
2007; Baloglu et al., 2010; Wu et al., 2011; De Vuyst et al., 2012; Ryu et al., 2012;
Du et al., 2013; Kong et al., 2014; Del Mistro et al., 2015; Fu et al., 2015; Jin et al.,
2015; Wu et al., 2015).
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O gene CDH1 metilado esteve presente em 64,5% independente do status da
infeccado pelo HIV, nas mulheres com recidiva de NIC, ndo mostrando diferenga
significativa quando comparadas as mulheres sem recidiva. Quando foram avaliados
0s grupos de infectadas e néo infectadas pelo HIV separadamente, houve uma
maior frequéncia de CDH1 metilado (62,5%) nas infectadas pelo HIV com recidiva
de NIC enquanto que nas nédo infectadas com recidiva ele esteve presente em
71,4%, embora ndo tenha mostrado também diferenca significativa quando
comparadas as mulheres sem recidiva de NIC nos dois grupos. Alguns estudos
avaliando mulheres nao infectadas pelo HIV relatam que aberrante metilacdo em
CDH1 pode indicar um risco aumentado para recidiva de doenca (Widschwendter,
Gattringer, et al., 2004; Widschwendter, Ivarsson, et al., 2004; Ren et al., 2006; Terra
et al., 2007).

A presenca do gene TIMP3 metilado foi de 77,8% nas mulheres com recidiva de NIC
e 93,1% nas sem recidiva, independente da infeccdo pelo HIV, com diferenca
significativa (p=0,04). Quando foram avaliados os grupos separadamente, o gene
TIMP3 metilado esteve presente em 78,6% nas mulheres infectadas pelo HIV com
recidiva de NIC e em 87,9% delas sem recidiva sem diferenca significativa entre os
grupos (p=0,41), enquanto que nas mulheres nédo infectadas esteve presente em
75,0% com recidiva de NIC e em 95,9% sem recidiva, também sem diferenca
significativa entre os grupos (p=0,21). No estudo de Terra et al. (2007) nao foi
observada a presenca do gene TIMP3 metilado nas mulheres com recidiva de NIC e

uma frequéncia apenas de 6,1% nas mulheres sem recidiva de leséo.

O gene MGMT metilado esteve presente em 51,6% das mulheres com recidiva de
NIC e 40,2% sem recidiva, ndo mostrando diferenca significativa entre os grupos
(p=0,26), independente da infeccdo pelo HIV. No entanto quando se avalia 0s
grupos separadamente, infectadas ou ndo pelo HIV, o gene MGMT metilado esteve
presente em 47,8% das mulheres infectadas pelo HIV com recidiva de lesdo e em
62,5% das nao infectadas com recidiva de NIC. Quando foi avaliado seu perfil de
metilagdo, segundo a recidiva ou nédo de NIC, nas mulheres n&o infectadas, sua
frequéncia foi de 12,5% metilado e 50,0% de hemimetilados nas mulheres com
recidiva e apenas 39,1% de hemimetilados nas mulheres sem recidiva, com

diferenca significativa entre os grupos (p=0,01). Terra et al.(2007) encontraram uma
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frequéncia de 39,4% de MGMT metilado em mulheres com NIC lll, sendo que este

gene esteve presente em 71,4% das mulheres com recidiva de NIC.

Estudos indicam menor taxa de recidiva de NIC Il quando comparado com NIC IIl e
gue diferencas em seus fatores de risco demonstram que NIC Ill se comporta mais
como cancer do que NIC II, sugerindo que biomarcadores para recidiva de NIC Il
devem ser parcialmente diferentes dos biomarcadores para recidiva de NIC Il (Luhn
et al., 2013; Del Mistro et al., 2015).

As mulheres com recidiva de NIC, infectadas ou ndo pelo HIV, apresentaram em
87,9% pelo menos um gene metilado enquanto que em 12,1% delas nao foi
detectada metilacdo de nenhum dos genes estudados. Quando foram analisados os
grupos separadamente, em 4% das mulheres infectadas pelo HIV com recidiva os
trés genes estavam metilados enquanto este percentual foi de 12,5% nas nao
infectadas com recidiva de NIC, embora ndo tenha sido demonstrada diferenca
significativa. Terra et al. (2007) estudando os genes metilados RARB, MGMT, p16,
GSTP1, DAPK, CDH1, pl14 e TIMP3 em mulheres com recidiva ou ndo de NIC,
observaram que no grupo que recidivou, as mulheres apresentaram de 3 a 4 genes
metilados sendo significativa a diferenca (p=0,0039), demonstrando que a metilacao

€ mais frequente nestas mulheres.

Foi feita pesquisa na literatura médica, nas bases de dados como PubMed, LILACS,
BIREME, Capes, MedLine, Cohrane e SciELO e n&o foram encontrados outros
trabalhos em relacdo a metilacdo de DNA dos genes estudados, em mulheres

infectadas pelo HIV com NIC e em mulheres com recidiva de NIC.

Apoés analise multivariada por regressédo logistica, as variaveis importantes para
recidiva, encontradas em nosso estudo, foram: ocupacédo glandular com OR 11,6,
infeccdo pelo HIV com OR de 2,47 e margem comprometida com OR 2,50 estando
de acordo com outros trabalhos (Lima et al., 2009; Lodi et al., 2011; Malapati et al.,
2011; Lubrano et al., 2012; Kodampur et al.,, 2013; Russomano et al., 2013; Van
Bogaert, 2014; Huchko et al., 2015).
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8-4 Comentaérios finais

Toda paciente que tenha sido submetida a CAF para tratamento de NIC, deve ser
acompanhada no pds tratamento, devido a possibilidade de recidiva de NIC. As que
apresentarem margens cirdrgicas comprometidas e ou ocupacao glandular no cone
e as infectadas pelo HIV devem ser seguidas com maior atencdo devido a maior
chance de recidiva.

N&o foi encontrada diferenca significativa em relacdo a presenca de metilacdo das
ilhas CpG dos genes CDH1, TIMP3 e MGMT quando comparados 0s grupos de
infectadas ou ndo pelo HIV e quando comparados os graus de NIC e recidiva ou nao
de leséo. Isso pode estar relacionado ao fato que a maioria das mulheres infectadas

pelo HIV tinha NIC | na CAF, enquanto a maioria das nao infectadas tinha NIC II/III.

Uma limitacdo de nosso estudo foi ndo ter sido feita a deteccdo do DNA HPV de alto
risco em todas as pecas cirargicas, por ser um importante fator de risco na

carcinogénese.

Outro fator limitante foi a perda de casos e controles por ndo deteccdo dos genes,
gue pode ter sido decorrente das amostras serem parafinadas e estarem estocadas
h& mais de 15 anos o que leva a uma maior dificuldade na extracdo e qualidade do
DNA extraido. Acreditamos que essa perda possa ter influenciado no resultado da
analise multivariada, onde as variaveis, infeccdo pelo HIV e margens comprometidas
na CAF, apresentaram valor p= 0,09. Por isso resolvemos manté-las no modelo

final.

AlteracOes epigenéticas, como metilagdo de DNA, ocorrem nos diversos estagios de
NIC e no céancer cervical invasor. Genes supressores de tumor hipermetilados
podem ser utilizados como biomarcadores para detec¢do precoce de lesdes
precursoras do céancer. No entanto, poucos sdo os trabalhos encontrados na
literatura, em relacdo a metilagdo de genes supressores de tumor, em mulheres
infectadas pelo HIV e mulheres com recidiva de NIC, o que mostra a necessidade de
mais estudos nessas duas populagdes. Foi observada uma grande diversidade em

relagdo aos genes estudados, em relacdo ao grau de lesdo, assim como nos
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resultados encontrados nos diversos artigos publicados na literatura até 0 momento
(QUA. 4).

Quadro 4- Estudos metilagdo de DNA em NIC, HIV e cancer cervical

Autor n Genes avaliados Grau leséo HIV
(Virmani et al., 2001) 17 RARg, GSTP1, | NIC NI HIV
19 pl6, MGMT, FHIT, | Cancer
hMLH1
(Dong et al., 2001) 53 |pl1l6, APC, HIC1, | Cancer NI HIV
DAPK, MGMT,
CDH1
(Widschwendter, 23 CDH13, CDH1, | NIC NI HIV
Gattringer, et al., 2004) |11 HSPA2, MLH1, | cancer

RASSF1A, TIMPS,
DAPK, SOCSle2 e

outros
(Feng et al., 2005) 85 HIC1, MGMT, | NIC NI HIV
CDH1, FHIT,
92 RASSF1A, RARB e | Cancer
outros
(Lin et al., 2005) 20 pl6 , MGMT Cancer NI HIV
77 NIC
(Kang et al., 2006) 92 pl6, RARB, TIMP3, | Cancer NI HIV
CDH1, RASSF1A,
DAPK, APC
(Narayan et al., 2003) 90 MGMT, CDH1, | Cancer NI HIV
DAPK, RARB,
(Henken et al., 2007) 24 TIMP3, FHIT,
RASSF1A e outros
(Terra et al., 2007) 33 pl6, RARB, MGMT, | NIC NI HIV
TIMP3, DAPK

pl4, GSTP1, CDH1,
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(Shivapurkar et al., |45 CDH1, HS3ST2 Céancer NI HIV
2007)
(Flatley et al., 2009) 200 | DAPK, GSTP1, | NIC, NI HIV
58 CDH1, RARp, | sem NIC,
50 MGMT, hMLH1. | Cancer
HIC1
(Wentzensen et al.,,|RS | CDH1, FHIT, TERT, | NIC NI HIV
2009) CDH13, MGMT,
TIMP3, HIC1 e
outros
(liopoulos et al., 2009) | 115 | hTERT, DAPK, | Citologias NI HIV
MGMT alteradas
(Kim et al., 2010) CDH1, DAPK, | Citologias NI HIV
69 GSTP1, HIC-1, HIN- | cancer
67 1, hMLH1, MGMT, | HSIL
32 | RARSB, p16, | LSIL
41 RASSFI1A, Normal
e outros
(Spathis et al., 2011) 340 | MGMT, hMLH1, | Citologias NI HIV
pl6, alteradas
NIC
(Sun et al., 2012) 667 | DAPK1, RARg, | Citologia NI HIV
MGMT normal
alterada
(Bierkens et al., 2013) 267 | CADM1, MAL NIC | HIV
(Banzai et al., 2014) 22 DAPK1, FHIT, | NIC NI HIV
53 MGMT, CDKN2A Cancer
(De Vuyst et al., 2015) 251 | CADM], MAL, | NIC e sem NIC | IHIV
MIR124-2
Lodi 2016 147 | MGMT, TIMPS3, | NIC | e NI
CDH1 HIV

n namero pacientes no estudo; | infectadas; NI n&o infectadas ; RS revisdo sistematica
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9 CONCLUSOES

. O perfil de metilagcdo das ilhas CpG dos genes CDH1, TIMP3 e MGMT néao
foram fatores preditores para recidiva de NIC
. O perfil de metilagdo dos genes CDH1, TIMP3 e MGMT nédo esteve

relacionado com o grau de NIC

. A infeccéo pelo HIV néo alterou o perfil de metilacdo das ilhas CpG dos genes
CDH1, MGMT e TIMP3
. Mulheres infectadas pelo HIV e mulheres submetidas a CAF por NIC, que

apresentam ocupacdo glandular e margens comprometidas no cone, tém risco

significativamente mais alto de recidiva de NIC.
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ANEXOS E APENDICES
ANEXO A- PARECER CEP UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plabaforma
MINAS GERAIS asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: FERFIL DE EXPRESSAD E I'I.-'IETILM;E.D DOS RECEPTORES DE GEMES COMO
FATORES FREDITORES PARA RECIDIVA DE MEOPLASIA INTRAEPITELIAL
CERVICAL EM MULHERES INFECTADAS E MAD INFECTADAS PELO HIV,
SUBMETIDAS A CONIZACAD POR CIRURGIA DE ALTA FREQUENCIA.

Pesquisador: VICTOR HUGO DE MELD

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 44543114 8 0000.5145

Instituigio Proponente: Faculdads de Medicina da UFMG
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1.182.951
Data da Relatoria: 02072015

Apresentagio do Projeto:

O carcinoma do cole utering € uma doenga com miltiplos determinantes ambientais & genéticos. As
infec;ies genitais, especialments as associadas ao papilomavirus humano (HPY) de alto rizsco, 2 o
comprometimento da resposta imune celular sao fatores diretaments envolvidos no processo de
transformagao maligna (ZUR HAUSEN, 2002). Em mulheres infectadas pelo HIV, a prevaléncia de neoplasia
intraspitelial cervical (MIC) & mais alta quando comparada com mulheres ndo infectadas (DAVIS et al 2001}
Tambeém se observa maior prevaléncia de infecgdo pelo HPY (PALEFSKY et al.,1999; SOUZA et al,2001)
nas mulheres infectadas pelo HIV, assim como as lesdes cervicais induzidas pelo HPY evoluem mais
rapidamente e regridem mais lentamente (KOBAYASHI et al_2004). & MIC pode permanecer em estagio
néo invasivo por até 20 anos e ndo evoluir necessariamente para cancer, podendo, inclusive, regredir
espontansamente (KUMAR et al 2005)Trata-se de projeto que viza estudar o perfil de expresséo e
metilagio dos receptores de genss, em mulheres infectadas e ndc infectadas pelo virus da imunodeficigncia
humana {HIV), portadoras de neoplasia intraspitelial cervical (MIC), submetidas & cirurgia de alta frequéncia
(CAF}, gue apresentaram recidiva ou ndc da NIC. Estimou-se que, para alcangar poder estatistico de 50%,
sera necessanc estudar 33 pegas de mulheres gue apresentaram recidiva de NIC e 105 pegas de

Enderego:  Av. Presidente Antdnio Carlos 6527 2° Ad 31 2005

Bairro:  Unidade Administrativa |l CEP: 31.270-B01
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31124002502 E-rnail: coep@prpa ufmg.br

Fégina 01 da 06



126

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plaboforma
MINAS GERAIS asil

Contnuagio do Parecer 1.182.551

mulheres gue ndo apresentaram recidiva.

METODOLOGIA:

ESTUDD CASO-CONTROLE a partir de pecas de conizagio do colo utering - obtidas por cirurgia de alta
frequéncia (CAF) - de mulheres infectadas e ndo infectadas pelo HIV, com diagnostico de neoplasia
infraspitelial cervical prévia, e que apresentaram ou nao recidiva da lesdo. As pacientes infectadas pelo HIV
fazem parte do Programa Mutticéntrico para Controle & Prevencio das LesBes Cenvicais de Alto Grau & do
Cancer Cérvico-Uterino em Mulheres Portadoras do HIV, aprovado pelo COEP em 2002 (COEP 082/02). As
pacientes ndo infectadas para o HIV foram oriundas do Posto de Atendimento da Sagrada Familia (Servico
de Patologia do Colo) Prefeitura Municipal de Belo Horizonte. Todo o material a ser utilizado neste projeto, ja
fez parte do projeto “Fatores de risco para recidiva de lesdes intragpiteliais cervicaiz em pacientes infectadas
& ndo infectadas pelo HIV, submetidas a conizago por cirurgia de alta frequéncia® aprovado em 02/03/2007
pelo COEP da UFMG (numero 239/07) & em 03/03/2008 pelo CEP da SMSAPEH (ndmero 060/2007) e
COEP da UFMG 0526.0.203000-09. Varidvel desfecho: ocorréncia de recidiva ou nao de NIC Varigveis
preditoras: aspectos sociodemograficas e comportamentais{idade, paridads, numero de parceiros,
tabagismo, idade de inicio de vida sexual); grau de lesdo; avaliagdo de margens e ocupagdo glandular da
peca cirdrgica; infecgdo pelo HIV; infeccdo pelo HPY; expressio e metilagBo dos genes RARR, MGMT,
TIMP3, COH13, RASSF1A

- PACIEMTES: Meste estudo serdo ufilizados pegas de conizag8o cervical arguivadas desde 2000, e que ja
foram analisadas no Programa Multicntrico ja aprovada pelo COEP (COEP 08%02), no projeto de pesquisa
aprovado em 02008/2007 COEP da UFMG (numero 239707} e em 0/03/2008 pele CEP da SMESAIPEH
(nimero 0B0/2007), & COEP da UFMG 0528.0.202000-09 Serfo considerados casos as pacientes gue
apresentaram recidiva de MIC e serdo considerados controles asz pacientes que ndo tiveram recidiva de MIC.
-METODOS PECAS DE CDNIZA':;ED: O material sera examinado no Laboratdrio do Instituto de Pesquisa
em Oncologia (IPON) da Univerzidade Federal do Trigngulo Mineiro, em Uberaba. Serdo realizados cores
histoldgicos nas pegas cirdrgicas (blocos de parafina) & o material sera submetido a desparafinizacéo,
sequido de sxiracdo de DMNA e posterior anélise pela Reagdo da Pelimerase em Cadeia Cuantitativa em
Tempo Real (RT-gPCR), para quantificar a expressdo dos seguintes genes receptores: RARR, MGMT,
TIMP3, CDH13, RASSF1A. Sera também realizada a Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) para
detectar & presenga do DMA HPY de alto risco. Técnica de desparafinizag&o: Para realizacio da t2cnica de
PCR, os blocos de parafina serdo submetidos & extraco de DMNA, seguindo o protoccle descrito por Wright
& Manos {1990), com modificapdes.
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-METODO DE PCR I'I.-'II:_l'ILm;ﬁG DOMA: - As amosiras serdo guantificadas no eguipamento Cubit, & tambem
sera venficado o grau de pureza usando um sspectrofotdmetro. © RMA exiraido sera convertido em cOMA
{vide protocoles “Extracdo de RMA" — “Trizol Reagent” & “TranscrigBo reversa - SuperScript® [l First-Strand
cOMA Synthesis™). - Apds o término da reacdo de PCR, novamente analisar a “Curva de dissociago” para
cada par de primers, a qual deve ter apenas um pico. Realizar a andlize desejada com os dados (valores de
Ct) obtidos.

- METODO DE PCR SEQUENCIAMENTO PARA DETECQ,&D DO DMA-HPY: Uma das etapas mais
impaortantes do Sequenciamento de DNA & a prépria reagBo de sequenciamento. Esta reagdo € similar a
uma reagéo de PCR, onds uma pegusna amastra de DNA & amplificado.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario; Avaliar a expresséo dos genes RARR, MGMT, TIMP3, CDH13, RASSF1A & a participagio
da metilagdo no controle da expressac destas moléculas em mulhsres com recidiva de neoplasia
intraspitelial cervical ou néo.

Chijetivos Secundarios:

- Avaliar 8 expressio dos mesmos genes como fatores preditivos positivoz para a recidiva de NIC.

- Avaliar e a expressdo destes genes esta relacionada com o grau da MIC.

- Avaliar se as presengas das infecpdes pelo HIV efou do HPY interferem na expressfo destes genes.

Avaliagie dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O estude proposto sera realizado a partir de pegas de conizago (CAF) ja estocadas, ndo havendo,
portanto, nenhum prejuize para as pacientes do ponto de vista Stico. J& existe autorizacio das pacientes
para a realizaclo deste tipe de estude.

Beneficios: Os beneficios gerais que poderfo ser obtidos dependerdo das conclusdes no final deste estudo.

Comentarios & Congideragies sobre a Pesquisa:

Trata-z2 de tese de doutorado gue serdo utilizados recursos proprios dos pesquisadores envolvidos e do
IFPOM. Este projeto faz parte da Rede de Oncologia de Minas Gerais, financiada pela FAPEMIG. Apresenta
objetivos & metodologia bem definidos. O material parafinada foi estocado originalmente em laboratarios da
rede, de acordo com o fluxe de atendimente de Sistema Unice de Sadde (SUS). O material a ser utilizado na
presents pesquisa ja foi recolhide para ser avaliado em estudo anterior e, atualmente, encontra-se estocado
no Laboratorio do Instituto de Pesguisa
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em Cncologia (IPON), da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, em Uberaba, onde sera novamente
processadao para a realizagdo do presente estudo. O Laboratorio do IPON possui toda a infrasstrutura fisica,
de recursos humanos e financeinos, necessanios para o desenvolvimento do estuda.

Previzao de término da pesquisa em 2201272017

&5 solicitapdes do COEP foram parcialmente atendidas:

- Acrezcentados os rizcos ao Projeto e ao TCLE.

- Adicionada a Secretaria Municipal de Salde de Belo Horzonte como coparticipante.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Prezentes:

- Folha de rosto devidamente preenchida e assinada pelo diretor da Faculdade de Medicing e pesquizador.

- Projeto no formato da Plataforma Brasil & detalhado.

-TCLE

- Parecer consubstanciado & com aprovagio do Deplo. de Ginscologia & Obstetricia da Faculdads de
Medicina da UFMG.

- Carta de aprovagic de projeto antericr.

Mao foram aprezentados:

- Anuéncia institucional do Laboratorio do Instituto de Pesguisa em Oncologia (IPOM) da Universidade
Federal do Triéngulo Mingiro (UFTM), em Uberaba.

Recomendagies:

GEMTILEZA:

- Mudar no TCLE o nimero do telefone do COEP-UFMG para 3409-4592 & o email para
coep@prpg.ufmg.br, acrescentar nome e-mail & telefone do orientador & do doutorando (celulares, =8
poasivel).

- Mo item do TCLE "QUAIS SAO OS RISCOS DESTE ESTUDO?" retirar a frase "N&o ha riscos” e
acrescentar gue "o Unico fisco @ & quebra de sigilo, mas serdo minimizados pelo armazenamento adequado
dos resultados dos exames".

- Acrescentar ao TCLE que as dividas &ticas serfio esclarecidas com os Comités de &fica envolvidos e as
demaiz dividas com os pesguisadores.

- Como o TCLE consta de duas paginas, deve-se lembrar que a folha devera =er rubricada por ambos,

- Inzerir na Plataforma Brasil a Anuéncia institucional do Laboratdrio do Instituto de Pesquisa em
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Onoologia (IPOM) da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM), em Uberaba. Reinserir o TCLE

com corregdes.

Recomenda-se a aprovacdo do projeto de pesquisa e solicita-se o resnvio em breve de relatoric parcial da

pesquisa jé com as modificagfes sugenidas (TCLE e anuéncia).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Somos favordveis & aprovagdo do projeto "PERFIL DE EXPRESSACE MEI'ILAE;E-.U DOS RECEPTORES
DE GENES COMO FATORES PREDITORES PARA RECIDIVA DE NECQPLASIA INTRAERITELIAL
CERVICAL EM MULHERES INFECTADAS E NAQ INFECTADAS PELO HIV, SUBMETIDAS A
CDNIZAI;,EO POR CIRURGIA DE ALTA FREQUENCIA® do Pesquisader Prof. Dr. VICTOR HUGOQ DE

MELC.

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

N&a

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado conforme parecer.

BELD HORIZONTE, 17 de Agosto de 2015

Assinado porn:

Telma Campos Medeiros Lorentz
{Coordenador)
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ANEXO B — Parecer do COEP UFMG

UF G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n2. ETIC 239/07

Interessado(a): Prof. Vitor Hugo de Melo
Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 02 de agosto de 2007, apés atendidas as solicitacdes de diligéncia,
o projeto de pesquisa intitulado "O Papilomavirus Humano como fator
de risco para recidiva de lesdes intra-epiteliais cervicais em
pacientes infectadas e nédo infectadas pelo HIV, submetidas a
conizagdo por cirurgia de alta freqiiéncia” bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

Ui \ u/;_v .
Profa. Dra. Ma lena Lima Perez Garcia
Coordenadora do COFP.IIEFMR
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ANEXO C- Parecer do CEP SMSA/PBH

» A
<« >
AL A
PREFEITURA BH

COMITE DE ETICA EM PESQUISA-SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE DE
BELO HORIZONTE (CEP-SMSA/PBH)

Avaliacio de adendo ao projeto de pesquisa — Protocolo 060/2007

Nome do Projeto: O Papilomavirus humano como fator de risco para recidiva de lesoes
intra-epiteliais cervicais em pacientes infectadas e ndo infectadas pelo HIV, submetidas a

conizagdo por cirurgia de alta freqiiéncia.
Pesquisador responsavel: Victor Hugo de Melo - Mestranda Claudia Teixeira Lodi

Trata-se de um estudo de caso-controle com os seguintes objetivos:

« Avaliar a prevaléncia do Papiloma virus humano (HPV) em pacientes soropositivo e
soronegativo para o HIV, submetidas a cirurgia de alta freqiiéncia (CAF), que
apresentaram recidiva das lesdes intra-epitieliais cervicais.

e Avaliar se 0 HPV de alto risco foi fator de risco para recidiva dessas lesdes intra-
epiteliais cervicais.

« Avaliar a relaggio entre a gravidade das lesdes que recidivaram com o tipo de HPV.

O estudo sera realizado a partir de pecas de conizagdo do colo uterino de pacientes HIV+
atendidas no CTR (que fazem parte do Programa multicéntrico para Controle e Prevengéo
das lesdes cervicais de alto grau e do cincer cervico-uterino em mulheres portadoras do
HIV) e de pacientes HIV- oriundas do PAM Sagrada Familia. As pacientes seréo abordadas
durante consulta de retornos ja agendados. As que ndo tém retorno agendado serdo
solicitadas a comparecer a0 PAM ou CTR. Serdio contatadas para obten¢do do TCLE.
Havendo concordancia da paciente, uma copia do TCLE serd enviada ao Laboratorio
Municipal de Referéncia de Analises Clinicas e Citopatoldgicas, que fornecera o bloco

parafinado para analise no Laboratorio das Interagdes celulares, departamento de

Marfalaoia do ICR
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Os casos serdo as amostras com recidiva e os controles as que ndo recidivaram. Estimativa
de tamanho de amostra: 43 pegas de pacientes HIV+ e 59 de pacientes HIV-, para alcangar
poder estatistico de 90%. A casuistica serd composta de material parafinado de 94 pacientes
HIV+ e 107 HIV-.

O material parafinado estd estocado no Laboratério Municipal de Referéncia de Analises
Clinicas e Citopatolégicas, que foram objeto de estudo da Tese de Doutorado de Maria Inés
Miranda Lima (periodo de 1999 a 2003). Os testes moleculares de detec¢do e tipagem do
HPV serio realizados no Laboratério de Biologia das Interagdes Celulares, do
Departamento de Morfologia, ICB/UFMG.

Sera realizada analise univariada e multivariada para estudo de associagdo entre varidveis
categoricas. A variavel resposta principal € a ocorréncia de recidiva de lesdo em pacientes
HIV+ e HIV-: as covariaveis sio o resultado do HPV e o tipo de HPV. A comparagdo entre

os grupos sera feita pelo teste Qui-quadrado de Pearson e analise de vandncia.

Parecer:
O projeto acima referido cumpriu os requisitos da resolugdo 196/96 da CONEP, tendo sido
aprovado na reunido do Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Satde de

Belo Horizonte.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao CEP um ano apos inicio do projeto

ou ao final desde, se em prazo inferior a um ano.

Ce oS
Celeste de Souza Rodrigues
Coordenadora do CEP-SMSA/PBH

Colgate da Sa:ea B drgoes - BV amig®
L7 ”" 3 - L - <

PRSI - o - SIS
romrdenadora do Comite o8 Clica-elits

)

Belo Horizonte, 03 de margo de 2008.
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ANEXO D - Diagndstico Sorolégico da Infeccao pelo HIV

(comentarios sobre a Portaria 488/98 do Ministério da Saude)

A fim de maximizar o grau de confiabilidade na emissdo dos laudos, bem
comominimizar a ocorréncia dos resultados falso-negativos ou falso-positivos, o Ministério
daSaude, através da Portaria numero 488, de 17 de junho de 1998, estabelece
aobrigatoriedade de um conjunto de procedimentos sequenciados para 0s testes quevisam
a detectar anticorpos anti-HIV em individuos com idade acima de dois anos.

Ao chegar a um laboratério, com uma solicitacdo de teste anti-HIV, o individuo
temsua amostra de sangue coletada. Apds a coleta, esta amostra € centrifugada, para
aobtencao do soro ou plasma que sera utilizado nos testes.

A amostra de soro ou plasma deve ser inicialmente submetida a primeira etapa
doconjunto de procedimentos sequenciados obrigatérios previstos na Portaria,
denominadaetapa de triagem soroldgica.

Nessa etapa, a amostra deve ser submetida a dois testes distintos, e paralelo.
Essesdois testes, denominados teste 1 e 2, devem possuir principios metodolégicos
e/ouantigenos diferentes e, pelo menos um deles, deve ser capaz de detectar anticorpos
anti-HIV-1 e anti-HIV-2. Além disso, todos os conjuntos de diagnoéstico (Kits) utilizados para
arealizacéo dos testes devem estar registrados no Ministério da Saude.

Apoés a realizacado da etapa de triagem sorol6gica, podemos encontrar 3 situaces:

1- Caso a amostra apresente resultados ndo reagentes nos dois testes, tera seuresultado
definido como "Amostra negativa para HIV". Neste caso, o resultado éliberado para o
paciente.

2- Caso a amostra apresente resultados reagentes nos dois testes, devera sersubmetida a
etapa de confirmacao soroldgica prevista na Portaria.

3- Caso a amostra apresente resultados discordantes ou indeterminados nos testes 1 e2
devera ser retestada e duplicata, com os mesmos conjuntos de diagndstico (1 e 2).

Apos a retestagem em duplicata, podemos encontrar:

1- Caso a amostra apresente resultados ndo reagentes nos dois testes, terd seuresultado
definido como "Amostra negativa para HIV". Neste caso, o resultado éliberado para o
paciente.

2- Caso a amostra possua resultados reagentes, discordantes ou indeterminados nosdois
testes, deve ser submetida a etapa de confirmacao soroldgica.

A seguir vem a etapa de confirmacdo soroldgica. Esta etapa deve ser realizada
emamostras que apresentarem resultados que necessitem de confirmacdo. Neste caso,0
Ministério da Saude preconiza a realizagdo dos testes de imunofluorescénciaindireta (IFI)
e/ou Wetern Blot (WB).

Na maioria dos casos, amostras que necessitem ter seu resultado confirmado
sdoelucidadas através do teste de IFl. Em alguns casos, alem deste, € necessaria a
realizacdo do teste WB.

Recapitulando, apls a realizagdo da etapa de triagem, podemos ter duassituagdes
em que ha necessidade de confirmacgéo do resultado:

1- amostras que possuam resultados reagentes nos testes 1 e 2

2- amostras que possuam resultados discordantes ou indeterminados nos testes 1 e 2.

Uma vez realizado o teste de IFI, podemos encontrar duas situacdes distintas:

1- amostra com resultado reagente no teste de IFI ter4 seu resultado definido como"Amostra
positiva para HIV-1". Neste caso, é obrigatéria a coleta de uma novaamostra para
confirmacao da positividade da primeira amostra.

2- amostra com resultado indeterminado ou negativo no teste de IFI, devem sersubmetidas
ao teste de WB.

Apobs a realizacdo do teste WB, podemos encontrar as seguintes situacoes:

1- amostra reagente no teste de WB, tera seu resultado definido como "Amostra positivapara
HIV-1". Neste caso é obrigatéria a coleta de uma nova amostra paraconfirmagdo da
positividade da primeira amostra.
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2- amostra indeterminada tera seu resultado definido como "Amostra indeterminada
paraHIV-1". Neste caso, devera ser submetida & investigacéo de anticorpos anti HIV-2.

Recomenda-se, ainda, a coleta de nova amostra apés 30 dias e a repeticdo de todo
oconjunto de procedimentos sequenciados.

3- amostra negativa tera seu resultado definido como "Amostra negativa para HIV-1".

Neste caso, devera ser submetida a investigacdo de anticorpos anti-HIV-2.

Recomenda-se, ainda, a coleta de nova amostra apés 30 dias e a repeticdo de todo
oconjunto de procedimentos sequenciados.

Convém observar que é obrigatéria a coleta de uma segunda amostra e a
repeticdoda etapa de triagem soroldgica (etapa 1), sempre que uma amostra apresentar
resultadodefinido como "Amostra positiva para HIV-1". Caso os resultados da testagem
dasegunda amostra sejam ndo reagentes ou indeterminados, deverdo ser cumpridas
todasas etapas do conjunto de procedimentos sequenciados.

Sempre que a primeira amostra for positiva ao teste de IFl ou ao teste WB e
asegunda amostra for negativa aos testes de triagem, € preciso considerar a possibilidadede
ter havido troca ou contaminacdo de amostras.

Deve-se ressaltar o fato de que todos os conjuntos de diagnésticos
apresentamcaracteristicas intrinsecas que podem conduzir a resultados falsos.

Resultados falso-positivos podem ser decorrentes de problemas técnicos
noprocedimento do exame ou de alteracdes biolégicas no individuo e que
determinamreatividade, independentemente da condicdo investigada. Entre as causas de
origemtécnica, podemos citar: contaminacdo de ponteiras, contaminacdo da reacao por
sorosvizinhos fortemente positivos, troca de amostras, ciclos repetidos de congelamento
edescongelamento das amostras, pipetagens de baixa acuracia, inativacdo da amostra
ab6°C e transporte ou armazenamento inadequado das amostras ou dos Kits.

Como possiveis causas de resultados falso-positivos, podemos mencionar,
entreoutras, as semelhancas  antigénicas entre  microrganismos, doencas
autoimunes,infeccdes por outros virus, uso de drogas endovenosas, aquisicdo de anticorpos
anti-HIVpassivamente.

E importante salientar que nem todos os casos de reacdes falso—positivas tém a
suacausa definida ou podem ser evitados. Além disso, tais causas podem variar ou nao,
deacordo com os métodos utilizados.

Em relacdo aos resultados falso-negativos, € importante mencionar a sensibilidade
doteste como uma das principais causas, em funcdo das diferentes capacidades dedeteccéo
dos Kits, da ocorréncia do periodo de janela imunoldgica ou da variabilidade naconstituicdo
antigénica dos conjuntos de diagndstico. Entre as causas de ordem técnicacomo fatores que
contribuem para o aparecimento de resultados falso-negativos,podemos citar: a troca da
amostra, 0 uso de reagentes fora do prazo de validade, autilizacdo de equipamentos
desajustados, pipetagem incorreta e o transporte ouarmazenamento inadequado das
amostras ou dos Kits.

Finalmente, é importante enfatizar que mesmo com processamento adequado
dasamostras de sangue e a execugdo técnica correta de todas as etapas da
reagdosorologica no laboratorio, é fundamental que o processo de aconselhamento, antes
edepois do teste, seja feito de forma cuidadosa, para que o resultado do exame
sejacorretamente interpretado, tanto pelo profissional de salude como pelo paciente,
gerandoatitudes que visem a promocdo da saude e/ou a prevencédo da infeccdo pelo HIV
nosindividuos testados, conforme o diagnostico obtido a partir da avaliacdo clinica
elaboratorial do paciente.
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ANEXO E - Descricao histopatolégica baseada na classificacao de
Richart (1973).

GRAU DE NEOPLASIA

INTRAEPITELIAL Caracteristicas da
CERVICAL histopatologia
(NIC)

LesBes que apresentam o terco
NIC | basal do epitélio acometido por
células com disturbio de polarizagao

ematuracao.

Lesdes que apresentam dois
tercos basais do epitélio
acometidos por células com
NIC I pleomorfismo moderado,
aumento da relacéo
nacleo/citoplasma e cromatina

granular.

Lesdes que apresentam mais
de dois tercos do epitélio
acometidos por celular com
pleomorfismo acentuado,
NIC IlI cromatina granulosa e
nucleomegalia acentuada.
Neste grupo séo incluidas as
lesdes que acometem todo o

epitélio, sem sinais de invasao.

Fonte: (Richart, 1973)
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ANEXO F - Terminologia para a descricdo histopatolégica das
lesbes precursoras do cancer cervical, segundo a orientagcédo de

Wright et al. (1994), baseada na classificacao proposta por Richart
(1973).

WHO/ISGYP* Terminologia do Sistema
Displasia leve (NIC I) Leséao intraepitelial escamosa
Cervicite com HPV (SIL de baixo grau = LSIL)
Displasia moderada (NIC II) Lesao intraepitelial escamosa
Displasia acentuada (NIC IlI) (SIL de alto grau = HSIL)

* World Health Organization and Internacional Society of Gynecological Pathologists.

Fonte: (Wright et al., 1994)
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Titulo do projeto: “O papilomavirus humano como fator de risco para recidiva de lesdes intra-
epiteliais cervicais em pacientes infectadas e néo infectadas para o HIV, submetidas a coniza¢éo por
cirurgia de alta frequéncia .”

INTRODUCAO

Sera realizado estudo com pecas cirdrgicas de colo uterino de mulheres infectadas ou ndo pelo HIV e
gue apresentaram alteracdes do colo uterino nas quais foi necessario realizar cirurgia. Algumas
destas lesfGes voltaram a aparecer algum tempo ap6s 0 acompanhamento dessas mulheres, e foi
necessario realizar nova cirurgia. O nosso objetivo é verificar se o papilomavirus (HPV) (virus que
provoca verrugas genitais) foi responsavel pela recidiva (retorno) dessas lesdes.

Vocé esta sendo convidada a participar deste estudo. Antes de decidir pela sua participagéo,
gueremos informa-la sobre por meio deste Termo de Consentimento. Se vocé aceitar participar desse
estudo, solicitamos que assine este documento. Vocé tem o direito de se recusar a participar a
gualguer momento sem prejuizo do seu tratamento.

PORQUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é uma doenca que destréi o sistema de defesa do
organismo, deixando uma pessoa incapaz de lutar contra doencas que ameagcam a vida.
Pretendemos com este estudo verificar se 0 Papilomavirus Humano (HPV), que ocorre com mais
freqiiéncia nas mulheres infectadas pelo HIV, atua como fator de risco na recidiva de lesdo intra-
epitelial cervical (retorno da lesdo pré-cancerosa e cancerosa do colo do Gtero). E também queremos
saber qual o tipo de HPV mais frequente nas mulheres que apresentaram recidivas de lesGes no colo
do utero, no grupo de mulheres infectadas ou ndo pelo HIV. E importante saber se existem outros
fatores que venham a aumentar ou ndo o risco de retorno de lesBes pré cancerosas ou fatores que
venham facilitar o diagnostico da doenca.

Essas informacdes serdo usadas para melhorar o acompanhamento e tratamento das pacientes com
lesBes do colo uterino, prevenindo o cancer, porque a maioria das mulheres portadoras do HIV (mais
de 80%) sao também portadoras do HPV (virus que pode causar o cancer do colo uterino).

O QUE EU PRECISO FAZER?

Se vocé decidir participar desse estudo, vocé devera assinar este documento nos autorizando a
analisar o material das bidpsias e da cirurgia realizada no colo uterino , em qualquer época, visando
sempre a avaliacdo de possiveis fatores que possam estar envolvidos no desenvolvimento do cancer
do colo do utero. Lembre-se que a cirurgia ja foi realizada anteriormente, e que vocé nao sera
submetida a nenhum exame ou consulta ginecolégica, ou qualquer outro procedimento cirdrgico.
Todo este material estd guardado em blocos de parafina (para conserva-lo melhor) no laboratério de
anatomia patoldgica, o que € um procedimento de rotina.

QUANTAS MULHERES PARTICIPARAO DESTE ESTUDO?
Estima-se a participagcédo de aproximadamente 140 mulheres.

QUAIS SAO OS RISCOS DESTE ESTUDO?

O Unico risco é a quebra de sigilo, mas serdo minimizados pelo armazenamento adequado dos
resultados dos exames. Vocé nao serd submetida a nenhum procedimento médico ou a qualquer
consulta ginecoldgica. Serdo utilizadas pecas cirlrgicas obtidas de procedimentos ja realizados
anteriormente em vocé, e que se encontram armazenadas (guardadas) no laboratorio.

HA BENEFICIOS AO PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

Sim, as informacdes obtidas ajudardo os médicos a conhecerem mais sobre as lesbes pré-
cancerosas no colo uterino, em mulheres portadoras ou ndo do HIV. Pretende-se saber se ha
associacao do virus HPV e o risco de recidivas de lesdes intra-epiteliais do colo (retorno das lesbes
pré-cancerosas e cancerosas do colo do Utero) nas pacientes infectadas e néo infectadas pelo HIV,
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assim como o diagnostico de possiveis fatores que possam surgir e estar envolvidos no
desenvolvimento do cancer do colo uterino.

CONFIDENCIALIDADE

Serdo feitos esforcos no sentido de manter os prontuarios médicos confidenciais, embora ndo se
possa garantir absoluta confidencialidade. O seu prontuario médico podera ser aberto, se exigido por
lei. Os resultados dos seus exames serdo mantidos em sigilo. Entretanto, esses prontuarios poderéo
ser vistos por individuos que trabalham neste estudo e os resultados poderdo ser publicados em
revistas cientificas. Vocé néo sera pessoalmente identificada em nenhuma publicacédo resultante da
informagdo obtida neste estudo. As duavidas éticas serdo esclarecidas com os Comités de ética
envolvidos e as demais dividas com os pesquisadores.

HA ALGUM CUSTO PARA MIM?
Nao.

EU RECEBEREI ALGUM PAGAMENTO?
N&o, assim como néo existe nenhuma remuneragéo para os pesquisadores.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS POR PARTICIPAR DA PESQUISA?
Sua participacdo na pesquisa € completamente voluntaria. Vocé tem o direito de se recusar a
participar a qualquer momento sem prejuizo do seu tratamento.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu li este termo de consentimento (ou alguém o explicou para mim), todas as minhas perguntas
foram respondidas e concordo em tomar parte neste estudo. Estou ciente de que eu posso sair a
gualquer momento, sem perder o direito de receber cuidados médicos.

Nome da paciente Data / /

Assinatura da Paciente

Pesquisadora Orientador da Pesquisa
Claudia Teixeira da Costa Lodi Prof. Victor Hugo de Melo
Telefone: (31) 999521914 Telefones: (31) 992249909
e-mail: claudiatclodi@gmail.com e-mail: victormelo@terra.com.br

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG)
Av. Presidente Antdnio Carlos, n® 6627— Pampulha
Predio Reitoria- 2° andar anexo — CEP:31270-901
Belo Horizonte — MG Telefone: (31) 3409-4592

e-mail: coep@prpg.ufmg.br

Comité de Etica em Pesquisa da SMSA-PBH

R Frederico Bracher Junior 103 — 3° andar / sl2
Padre Eustaquio - Belo Horizonte - CEP: 30720-000
Telefone: (31)3277-5309 - e-mail: coep@pbh.gov.br
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APENDICE B - Estatisticas referentes aos valores de CD4+ e Carga viral HIV

CD4+
Mean 304,00
Median 280,50
Std. Deviation 174,489
Variance 30446,329
Range 784
Minimum 23
Maximum 807
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
CD4+ <200 23 31,1 31,1 31,1
>200 51 68,9 68,9 100,0]
Total 74 100,0 100,0
Log Carga viral
Mean 3,3566
Median 3,6950
Std. Deviation 1,78391
Variance 3,182
Minimum ,00
Maximum 6,92
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
LogCV >0,3 65 87,8 87,8 87,8
<=0,3 9 12,2 12,2 100,0]
Total 74 100,0 100,0
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APENDICE C - Analises estatisticas de interac&o

1- Variavel colposcopia foi retirada do modelo de regressdo em relacéo a recidiva,
por apresentar interagdo com citologia (p=0,027).

COLPOSCOPIACOD
GRAU II GRAU | Total
CITO ALTERADA 63 37 100
RECOD  nORMAL 18 24 42
Total 81 61 142
Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 4,897 1 ,027
Continuity Correction®| 4,110 1 ,043
Likelihood Ratio 4,872 1 ,027
Fisher's Exact Test ,040 ,022
Linear-by-Linear 4,863 1 ,027
Association
N of Valid Cases 142

a. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 18,04.

b. Computed only for a 2x2 table



APENDICE D - Anélises estatistica incluindo variavel gene TIMP3

Unweighted Cases® N Percent
Selected Cases Included in Analysis 82 55,8
Missing Cases 65 44,2
Total 147 100,0
Unselected Cases 0 ,Ol
Total 147 100,0I
Hosmer and Lemeshow Test
Step Chi-square df Sig.
1 4,183 8 ,840
2 4,655 6 ,589|
3 2,741 4 ,602
4 ,035 2 ,983
5 ,000 1 1,000
6 ,000 0|.
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95% C.1.for EXP(B)

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper

Step 1°  OCUGLANDCOD 1,723 ,945 3,324 1 ,068 5,603 ,879 35,728
MARGEMCAFCOD ,560 ,736 ,579 1 447 1,750 414 7,407
HIV , 756 ,692 1,194 1 274 2,130 ,549 8,269
CDHIRBIN -,094 ,703 ,018 1 ,894 911 ,230 3,610
MGMTRBIN -,639 , 709 ,811 1 ,368 ,528 131 2,121
TIMP3RBIN -,822 ,980 ,703 1 ,402 ,440 ,064 2,999
Constant -,058 1,043 ,003 1 ,956 ,944

Step2*®  OCUGLANDCOD 1,707 ,936 3,325 1 ,068 5,512 ,880 34,526
MARGEMCAFCOD ,566 ,733 ,596 1 ,440 1,761 419 7,408
HIV , 754 ,692 1,188 1 276 2,125 ,548 8,244
MGMTRBIN -,640 ,707 ,818 1 ,366 ,528 ,132 2,109
TIMP3RBIN -,861 ,933 ,852 1 ,356 423 ,068 2,631
Constant -,077 1,033 ,006 1 ,941 ,926

Step3*  OCUGLANDCOD 1,772 ,926 3,664 1 ,056 5,886 ,958 36,141
HIV 724 ,688 1,108 1 ,293 2,062 ,536 7,940
MGMTRBIN -,540 ,685 ,621 1 431 ,583 ,152 2,232
TIMP3RBIN -,895 ,937 912 1 ,339 ,409 ,065 2,564
Constant ,239 ,943 ,064 1 ,800 1,270

Step 4° OCUGLANDCOD 1,816 ,924 3,868 1 ,049 6,149 1,006 37,575
HIV ,664 ,682 947 1 ,330 1,943 ,510 7,399
TIMP3RBIN -,961 ,934 1,058 1 ,304 ,382 ,061 2,387
Constant -,108 ,829 ,017 1 ,896 ,897

Step 5° OCUGLANDCOD 2,031 ,899 5,107 1 ,024 7,625 1,309 44,402
TIMP3RBIN -1,115 917 1,478 1 224 ,328 ,054 1,979
Constant ,000 ,816 ,000 1 1,000 1,000

Step 6° OCUGLANDCOD 1,887 ,884 4,555 1 ,033 6,600 1,167 37,341
Constant ,000 ,816 ,000 1 1,000 1,000

a. Variable(s) entered on step 1: OCUGLANDCOD, MARGEMCAFCOD, HIV, CDHIRBIN, MGMTRBIN, TIMP3RBIN.




