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RESUMO

Os leiomiomas uterinos, também conhecidos como fibromiomas, sdo tumores ginecologicos
benignos muito frequentes em mulheres durante a idade reprodutiva e desenvolvem-se a partir de uma
unica célula do musculo liso uterino. Dependentemente do local onde se vao desenvolver, sdo
classificados consoante a sua localizagdo dentro do tutero. Estes podem desenvolver-se no ttero sob a
influéncia local de fatores de crescimento e hormonas. Num grande nimero de mulheres, a presenga de
leiomiomas uterinos passa despercebida, noutros casos, a localizagdo e o tamanho destes tumores
benignos pode afetar a qualidade de vida, sendo uma preocupacgao para a saide de muitas mulheres. O
carcinoma do colo do utero ¢ considerado um dos cancros mais comuns em mulheres de todo o mundo
e a sua alta taxa de mortalidade deve-se a falta de terap€uticas eficazes para eliminar a doenga, tornando-
se assim, uma causa de morte em mulheres de todo o mundo. A infegdo pelo Virus do Papiloma Humano,
ou HPV, ¢ considerada uma das infe¢des de transmissao sexual mais comum a nivel mundial, podendo
originar lesdes benignas e malignas (carcinoma do colo do tutero), sendo este, o terceiro cancro mais
frequente em mulheres de todo o mundo. O carcinoma do colo do utero estd associado a infeg¢@o pelo
HPV transmitida sexualmente e a sua presenca € necessaria, mas nao suficiente para o desenvolvimento
da patologia maligna. Devido a grande incidéncia destes dois tipos de tumores, torna-se importante
estudar os mecanismos envolvidos e investigar e identificar a suscetibilidade genética para o seu
desenvolvimento e progressao.

Os efeitos do sistema nervoso auténomo na biologia do cancro foram inicialmente sugeridos
por observagdes clinicas que ligavam o stresse e a progressdo do cancro. Mais recentemente, os dados
farmacologicos mostraram uma progressdo reduzida da doenga em pacientes com cancro que foram
incidentalmente expostos a bloqueadores B-adrenérgicos, estes t€ém sido amplamente utilizados para
controlar a hipertensdo e, atualmente, esses agentes podem ter implicacdes significativas para a
terapéutica do cancro, bloqueando adrenoceptores em tecidos tumorais. Estas influéncias podem ser
refletidas na modula¢do da proliferacdo celular, apoptose, invasdo e metdstase, bem como a
normalizagdo da vasculatura tumoral.

Por outro lado, a serotonina bloqueia o sistema nervoso simpatico (SNS), tal acontece devido a
serotonina travar o SNS e regular a libertacdo de catecolaminas, inibindo a sua producdo. Ao existir
elevada serotonina na fenda sindptica ha inibi¢do de catecolaminas e consequentemente reduciao dos
niveis de stresse.

Estudos genéticos permitem concluir sobre a associagdo entre polimorfismos e o risco de
desenvolver uma patologia. Neste trabalho, dois tipos de tumores ginecoldgicos (leiomiomas uterinos ¢
carcinoma do colo do utero) foram utilizados como modelos para avaliar a influéncia dos sistemas
adrenérgicos e serotoninérgicos no desenvolvimento de tumores ginecologicos, sejam eles benignos
(leiomiomas) ou malignos (carcinoma do colo do ttero). Para tal foram analisados polimorfismos
funcionais dos genes SLC6A4 do transportador da serotonina e SHT2A do transportador 2A da
serotonina, ¢ um polimorfismo do gene ADBR2 relacionado com o recetor f2-adrenérgico, a fim de
determinar a relevancia destes polimorfismos para a suscetibilidade de tumores através de vias
neurotransmissoras.

Deste modo foram analisadas amostras de DNA de mulheres com idades compreendidas entre
os 19 e 89 anos, dos quais 136 correspondem a mulheres com leiomiomas, 135 correspondem a mulheres
com carcinoma do colo do utero e 777 correspondem a mulheres sem qualquer patologia associada,
sendo estas parte integrante do grupo controlo.
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Os resultados deste estudo mostraram uma associagdo estatisticamente significativa entre
algumas variantes genéticas e ambas as patologias. Nomeadamente o alelo Arg do gene ADBR2 esta
associado a um maior risco de leiomiomas (OR = 2,310), IC (95%) = [1,568 — 3,403], p < 0,001) e 0
alelo Gly do mesmo gene esta associado a um efeito protetor (OR = 0,433), IC (95%) =[0,293 —0,637],
p <0,001. O mesmo se verificou no carcinoma do colo do ttero, em que o alelo Arg do gene ADBR2 se
mostrou de risco (OR = 3,521), IC (95%) =[1,862 — 6,654], p <0,001) e o alelo Gly se mostrou protetor
(OR =0,284), IC (95%) =[0,150 — 0,536 ], p <0,001.

No polimorfismo 5-HTTVNTR, no carcinoma do colo do utero verificou-se que o genotipo
12/10 teve um risco trés vezes superior de desenvolver carcinoma do colo do utero (OR = 3,194; (IC
(95%) =[1,581 — 6,452], p < 0,001) e o genodtipo 12/12 teve efeito protetor associado (OR = 0,433 (IC
(95%) =[0,206 — 0,907]; p = 0,027).

Os resultados apontaram para um papel proeminente do stresse no crescimento e
desenvolvimento de tumores benignos e malignos, sendo que o sistema nervoso simpatico ¢ a ativagao
do eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal, tém de facto impactos funcionais e biologicos no
microambiente tumoral.

Relativamente a analise epistatica, verificou-se que nesta interagdo um dos genes pode melhorar
a expressao do/s outro/s (epistasia antagonista) ou por outro lado pode reforcar a expressdao do outro
gene (epistasia sinérgica).

Este estudo pode ser um ponto de partida para outras equipas de investigacdo pesquisarem ou

adaptarem terapéuticas ja existentes, a novas tecnologias.

Palavras-chave: ADBR2, SLC6A4, SHT2A
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ABSTRACT

Uterine leiomyomas, also known as fibroids, are benign gynecological tumors very common in
women during reproductive age that develop from a single uterine smooth muscle cell. Depending on
where they will develop, they are classified according to their location within the uterus. These can
develop in the uterus under the local influence of growth factors and hormones. In a large number of
women, the presence of uterine leiomyomas goes unnoticed. In other cases, the location and size of
these benign tumors can affect the quality of life, being a concern for the health of many women.
Cervical carcinoma is considered one of the most common cancers in women worldwide and its high
mortality rate is due to the lack of effective therapies to eliminate the disease, thus becoming the second
leading cause of death in women all over the world. Human papillomavirus (HPV) infection is
considered to be one of the most common sexually transmitted infections in the world. It can lead to
benign lesions and malign (cervical carcinoma), the third most frequent cancer in women worldwide.
Cervical carcinoma is associated with sexually transmitted HPV infection, and its presence is necessary,
but not sufficient for the development of the disease. Due to the high incidence of these two types of
tumors, it is important to study their involved mechanisms and to research and identify their genetic
susceptibility for its development and progression. The effects of the autonomic nervous system on
cancer biology were initially suggested by clinical observations linking stress and cancer progression
More recently, pharmacological data showed a reduced progression of the disease in cancer patients
who were incidentally exposed to B-adrenergic blockers. In fact, B-adrenergic blockers have been widely
used to control hypertension, and currently such agents may have significant implications for cancer
therapy by blocking adrenoceptors in tumor tissues. These influences may be reflected in modulation of
cell proliferation, apoptosis, invasion and metastasis, as well as normalization of tumor vasculature.
Serotonin blocks the sympathetic nervous system (SNS), this happens because serotonin decelerates the
SNS and regulates the release of catecholamines, inhibiting their production. When there is high
serotonin levels in the synaptic cleft there is inhibition of catecholamines and then reduction of stress
levels.

Genetic studies allow us to conclude about the association between polymorphisms and the risk
of developing a pathology. In this project, two types of gynecological tumors (cervical carcinoma and
uterine leiomyomas) will be used as models to evaluate the influence of the adrenergic and serotonergic
systems in the development of gynecological tumors, whether benign (leiomyomas) or malignant
(cervical carcinoma). Functional polymorphisms of the serotonin transporter SLC6A4 and SHT2A
genes of serotonin transporter 2A and a polymorphism of the f2-adrenergic receptor-related ADBR2
gene were analyzed to determine the relevance of these polymorphisms for the susceptibility of tumors
through neurotransmitter pathways.

For this, DNA samples from women aged 19-89 years were analyzed, of which 136
corresponded to women with leiomyomas, 135 corresponded to women with cervical carcinoma, and
777 corresponded to women without any associated pathology, part of the control group.

The results of this study showed a statistically significant association between some genetic
variants and both pathologies. In particular, the presence of the Arg allele of the ADBR2 gene is
associated with a higher risk of leiomyomas (OR = 2,310), CI (95%) =[1,568 — 3,403], p <0.001) and
the Gly allele of the same gene is associated with a protective effect (OR = 0.433), CI (95%) =[0.293 —
0.637], p <0.001. The same was observed in cervical carcinoma, where the Arg allele of the ADBR2
gene was shown to be at risk (OR = 3,521), CI (95%) = [1,862 — 6,654], p <0.001), and the Gly allele
was protective (OR = 0,284), CI (95%) =[0,150 — 0,536], p <0.001.
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In the 5S-HTTVNTR polymorphism, in cervical carcinoma, 12/10 genotype was found to have
a three-fold increased risk of developing carcinoma (OR = 3,194 (CI = 95%) = [1,581 — 6,452], p
<0.001) and genotype 12/12 had associated protective effect (OR = 0,433 (CI (95%) = [0,206 — 0,907],
p =0,027).

The results pointed that stress has a prominent role in the growth and development of benign
and malignant tumors. The sympathetic nervous system and activation of the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis have functional and biological impacts on the tumor microenvironment.

Taking into account the epistatic analysis, it has been found that in this interaction one of the
genes may enhance the expression of the other/s (antagonist epistasis) or on the other hand may enhance
the expression of the other gene (synergistic epistasis).

This study may be a starting point for other research teams to research or adapt existing

therapies, to new technologies.

Keywords: ADBR2, SLC6A4, SHT2A
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1. INTRODUCAO

1.1 Tumores — Caracteristicas gerais

A célula ¢ a unidade basica da vida. Um tumor é designado por um conjunto de células que
perderam a capacidade de responder aos mecanismos que controlam o seu crescimento, apresentando
assim um crescimento anormal. Os tumores sdo patologias com uma expressao genética anormal. Dado
isto podemos considerar dois tipos de tumores:

e Benignos: podem surgir em qualquer tecido e ndo invadem tecidos adjacentes, podendo fazer
compressdo ou obstrugdo de estruturas vizinhas. O seu crescimento ¢ regular e localizado ';

e Malignos: subdividem-se em carcinoma in-situ, que se desenvolvem no epitélio da célula basal,
nao provocando rotura na membrana basal, estando restritas ao local da sua origem, e carcinoma
invasivo, que possui a capacidade invasiva ou rotura da membrana basal e mesénquima
subjacente. Estes tumores necessitam dos nutrientes que chegam através da corrente sanguinea
(em tecidos normais) e alguns produzem proteinas que estimulam o crescimento de vasos
sanguineos no tumor (angiogénese), permitindo assim que ocorra um crescimento continuo
tumoral. Podem ainda ser transportados fragmentos tumorais pelos vasos linfaticos e sanguineos
para outros locais ou 6rgdos do corpo, onde podem produzir tumores secundarios noutros
tecidos (metastases) '.

O processo pela qual uma célula normal se transforma numa célula tumoral nao é imediato e
engloba varias etapas (Fig.1.1). A primeira etapa deste processo ¢ a iniciagdo e consiste numa etapa
essencial onde ocorre a indugdo de um agente carcinogénico. Uma vez que tenha ocorrido ndo ha
desenvolvimento imediato de um carcinoma invasivo, pois as células afetadas podem persistir
estaciondrias durante algum tempo (carcinoma intrapitelial). Caso estas ndo persistam, as células
evoluem para um carcinoma '.

Estudos clinicos e epidemiologicos realizados nos ultimos anos, forneceram evidéncias de
ligacdes entre o stresse, a depressdo e o desenvolvimento de tumores. Estudos recentes identificaram
vias de sinalizacio especificas que afetam a progressio do tumor e consequentes metastases 2.

Neste trabalho, foram estudados dois tipos de tumores ginecoldgicos: tumores benignos
(leiomiomas uterinos) e tumores malignos (carcinoma do colo do ttero).

Acumulagdo de agentes carcinogénicos

>

in-situ Invas&o tumoral Carcinoma

o I ﬂ é\v\ ﬁ dh

Possiveis meta I

0 P 20 anos

Figura 1.1 - Desenvolvimento tumoral. Esquema da progressdo de um tumor in-situ para tumor invasivo através de
acumulagdes de alteragdes durante um periodo de tempo. As mudancas sdo influenciadas por exposi¢des ao meio e pela
resposta do hospedeiro face a agentes carcinogénicos (Adaptado de Knowles, M. & Selby, P. Introduction to the Cellular and
Molecular Biology of Cancer. (Oxford University Press, 2005).



1.2 Utero — Anatomia e fisiologia

Conhecer o sistema reprodutor feminino e a sua anatomia ¢ fundamental para a compreensao da
sua fisiologia e fisiopatologia. O utero € um o6rgdo importante na mulher e essencial na reproducgao
humana, sendo a cavidade uterina onde o 6vulo fecundado se dirige e devera encontrar condigdes
necessarias e propicias ao seu desenvolvimento no endométrio °.

O utero (Figura 1.2) encontra-se na cavidade pélvica com dimensdes variaveis, medindo cerca
de 7,5 cm de comprimento e 5 cm de largura (didmetro transversal). E ligeiramente achatado no sentido
antero-posterior e encontra-se com a por¢ao mais arredondada e de maior didmetro transversal, o fundo,
orientado para cima e a por¢do mais estreita corresponde ao colo do utero, orientada para baixo. A
parede uterina ¢ composta por trés camadas: camada serosa (externo), camada muscular (miométrio) e
camada mucosa (endométrio). A serosa ¢ constituido pelo peritoneu, subjacente a este existe o
miométrio, formado por fibras musculares lisas; ¢ a camada que reveste internamente o utero, o
endométrio, ¢ formado por epitélio simples e tecido conjuntivo *.

No interior do utero, situa-se a cavidade uterina que continua com o canal cervical (colo do
utero) e abre na vagina. A vagina termina na vulva que esta em contacto com o exterior. O colo do utero
inclui o canal cervical o endocolo (canal cervical) e o exocolo, que ¢ a porgao do colo que esta localizada
no fundo da vagina. Durante o periodo menstrual, o sangue e os tecidos que constituem a camada interna
do utero (endométrio) sdo libertados. Durante a gravidez, o colo do titero encontra-se fechado para
manter o feto no interior do ttero, durante o parto o colo do utero dilata-se para permitir a passagem do
feto através da vagina. Apds a gestacdo, o utero demora 6 a 8 semanas para voltar a sua condi¢ao de

repouso inicial * *.
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Figura 1.2 - Aparelho reprodutor feminino. Vista anterior do utero, vagina, trompas uterinas, ovarios e ligamentos
associados. O ttero as trompas e a vagina apresentam uma sec¢ao cortada para visualizacdo da anatomia interna (Rod R., S.,
Trent D., S. & Tate, P. Anatomia e Fisiologia, 6a ed. (Lusociéncia, 2003).



1.3 Tumores Ginecoldgicos - Leiomiomas Uterinos
1.3.1 Caracteristicas gerais

Os leiomiomas (também conhecidos por fibromiomas uterinos) sdo tumores uterinos benignos que
se originam a partir de células do musculo liso das paredes do utero. Em determinados casos podem
desenvolver-se noutros locais do corpo, como no aparelho gastrointestinal ou nas paredes das artérias
(leiomiomatose intravenosa) °. Os leiomiomas uterinos sio compostos por matriz extracelular com
colagénio, fibronectina e proteoglicanos, e podendo ser tinicos ou multiplos, classificam-se de acordo
com a sua localizagdo ® 7 (Fig.1.3):

e Subserosos — na por¢ao mais externa da parede uterina (seroso)
e Intramurais — dentro da parede uterina (miométrio)
e  Submucosos — contidos ou com entrada na cavidade uterina (endométrio)

Alguns submucosos ou subserosos podem ficar ligados por um pediculo, designando-se leiomiomas
pediculados ®.

- Intramural

—= Pediculado
A Subseroso
"+ Submucoso

Figura 1.3 - Localizacdo dos leiomiomas uterinos. A localizagdo dos leiomiomas contribui para os varios sintomas
apresentados (Adaptado de McWilliams, M. M. & Chennathukuzhi, V. M. Recent Advances in Uterine Fibroid Etiology.
Semin. Reprod. Med. 35, 181-189 (2017).

Apesar da sua etiologia ser ainda desconhecida, atualmente, os leiomiomas sao considerados os
tumores benignos uterinos mais comuns nas mulheres em idade reprodutiva ® ? '°, aparecendo raramente

antes da menarca ' 12

e com tendéncia a regredir ap6és a menopausa -, o que torna evidente a sua
dependéncia hormonal e o papel do estrogénio e da progesterona na regulagdo do seu crescimento .
Ocasionalmente crescem durante a gravidez, em idades avancadas '¥, um fenémeno que pode ser
causado pelo aumento dos estrogénios e pelo aumento do fluxo de sangue e edema '°. A hipotese da
dependéncia hormonal foi corroborada em projetos ja realizados no Laboratorio de Genética da
Faculdade de Medicina de Lisboa, em que se verificou que as concentragdes de estradiol circulante eram

mais elevadas nas mulheres com leiomiomas ‘.

Os leiomiomas sdo tumores benignos, no entanto podem progredir para tumores malignos
(leiomiossarcomas) com uma incidéncia estimada de 0,1% 7.



1.3.2 Epidemiologia

Ao longo dos anos t€m sido realizados varios estudos epidemiolégicos a fim de encontrar e
avaliar os fatores de risco envolvidos na origem e desenvolvimento de leiomiomas. Os fatores de risco
sdo variados: a idade da menarca, observou-se que uma menarca precoce (<10 anos) esta associada a
um aumento de risco para o aparecimento de leiomiomas, enquanto que uma menarca tardia (>16 anos)
diminui o risco de leiomiomas uterinos '%; a predisposi¢do genética, uma vez que os leiomiomas sdo 2.2
vezes mais frequentes entre familiares de primeiro grau em familias com dois ou mais individuos com
leiomiomas '%; a etnia, uma vez que os leiomiomas sdo mais comuns em mulheres de origem Africana,
tendo estas leiomiomas 2 a 3 vezes maiores, em idades mais jovens € em maior tamanho,
comparativamente as mulheres caucasianas, 0.9 peso, uma vez que o risco de desenvolver leiomiomas
¢ proporcional ao aumento do peso corporal, sendo que o risco aumenta cerca de 21% por cada 10 kg
de peso ?'; a paridade, uma vez que existem evidéncias epidemiolégicas que indicam que o seu aumento
diminui o risco **, havendo assim uma associagdo inversa entre paridade e leiomiomas, sugerindo a
gravidez como efeito protetor 2 24 o consumo de alcool, existindo associagdes positivas com o0s
leiomiomas *; e o consumo de cafeina, pois mulheres com menos de 35 anos de idade com alto consumo
de cafeina foram associadas ao aumento do risco de leiomiomas .

Alguns fatores de risco ndo sdo consensuais e ainda geram alguma controvérsia tais como: dieta,
exercicio fisico, toma de contracetivos orais, hormonas de substituicdo e habitos tabagicos, todos estes

fatores carecem de mais estudos para esclarecer o seu papel exato na etiologia dos leiomiomas uterinos
27

Existem ainda estudos que associam positivamente o diagndstico de leiomiomas ao stresse e

2829 oste

depressdo, apoiando a hipotese de que o stresse aumenta o risco de leiomiomas uterinos
pressuposto tem por base evidéncias de que o sistema nervoso pode ter influéncia no seu
desenvolvimento, nomeadamente ao nivel dos sistemas adrenérgico e serotoninérgico. A depressao pode
causar desregulagdo do eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal, que por sua vez pode afetar a sintese de

hormonas envolvidas na patogénese de leiomiomas uterinos 2* * 3!,

1.3.3 Sintomas, diagndstico e tratamento

Os padroes de crescimento, as localizagdes dentro do utero e o numero de leiomiomas sdo os
principais determinantes das manifestagdes clinicas dos leiomiomas *2. Apesar de na maioria dos casos
serem assintomaticos, estes podem causar varios sintomas em muitas mulheres, tais como dores na zona
pélvica geralmente associadas a torcdo de leiomiomas pediculados; menstruagdes com padroes
hemorragicos excessivos, aumento da cavidade uterina e da area de superficie do endométrio; sintomas
de pressdo nos o6rgdos pélvicos devido a pressao que os leiomiomas exercem nos 6rgaos adjacentes;
aumento do perimetro abdominal devido ao crescimento dos leiomiomas '° e problemas obstétricos tais
como abortos e partos prematuros, os quais sofrem maior risco com o aumento da presenca de multiplos
leiomiomas **.

O diagnostico dos leiomiomas ocorre através de exame ginecologico, sendo depois necessario
recorrer a técnicas de imagiologia para confirmar a suspeita clinica de leiomioma. O diagnostico
definitivo pode ser determinado através de ultrassonografia, ressondncia magnética (RM), tomografia
computorizada (TC) ou através de histerossalpingografia, um procedimento que consiste na obtengao
de imagens por meio de raios X do utero e trompas contrastados *.
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As mulheres com leiomiomas assintomaticos ndo necessitam de tratamento, apenas vigilancia e
exame ginecologico de rotina, 2. Por sua vez, o tratamento de leiomiomas sintométicos deve ser
individualizado (Fig.1.4), uma vez que s@o levadas em consideracdo varias caracteristicas como a idade
da paciente (proximidade da menopausa), o desejo de gestagdo, os sintomas provocados, o tamanho, o
niimero e a localizagdo dos leiomiomas **. O tratamento de leiomiomas sintomaticos pode ser clinico ou
cirargico. O objetivo do tratamento clinico ¢ o alivio dos sintomas. Como na maioria das mulheres torna-
se assintomatico apds a menopausa, o tratamento clinico pode tornar os sintomas aceitaveis até a
chegada desta, evitando assim os riscos associados aos tratamentos cirtrgicos *2. O tratamento clinico
passa pela toma de anovulatérios orais, eficazes na reducdo do sangramento menstrual **;
progestagénicos que regulam negativamente o recetor da progesterona °; anti-inflamatorios nao
esteroides (AINE’s), utilizados para regular no fluxo menstrual excessivo e dismenorreia ** e analogos
da hormona libertadora das gonadotrofinas (GnRH, do inglés Gonadotropin-Releasing Hormone), que
conseguem reduzir os leiomiomas até 50% do seu volume em trés meses de terapéutica, mas que ao
promoverem a perda de massa 0ssea e sintomas menopausicos, ndo devem ser usados por mais de seis
meses 2. Este conjunto de fArmacos permite o controlo dos leiomiomas e dos seus sintomas, no entanto
os seus efeitos sdo temporarios, fazendo da terapéutica clinica uma abordagem mais comum em
mulheres na peri menopausa ou como estratégia pré-cirurgica >,
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AW
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Dor

Revisdo ginecoldgica Sangramento
derotina
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Progeterona
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Figura 1.4 - Proposta de tratamento dos leiomiomas. Considerando a situacdo clinica e alternativas atuais (Corleta, H. von
E., Chaves, E. B. M., Krause, M. S. & Capp, E. Current treatment of leiomyomas. Rev. Ginecol. e Obs. 29, 324-328 (2007).

No tratamento cirargico podem ser usadas diversas técnicas, dependendo do tamanho, nimero
e localizacao dos leiomiomas. A histerectomia ¢ um método definitivo que consiste na remogao total do
utero laparoscopia ou laparotomia. Esta modalidade de tratamento ¢ indicada para mulheres que tenham
leiomiomas sintomaticos e que nao tenham mais desejo de gestagdo, pois este método elimina a
possibilidade de uma posterior gravidez e é prescrita a mulheres com leiomiomas sintomaticos para as
quais os tratamentos clinicos falharam *.

As mulheres que optam pela histerectomia relatam melhoria na qualidade de vida e tém
melhores indices de satisfagio comparativamente a outros tratamentos *’. Por outro lado, a miomectomia
permite preservar a fertilidade, pois conserva o utero, retirando apenas os leiomiomas individualmente
através de cirurgia. As desvantagens deste método passam por complicacdes relacionadas com o
procedimento cirtirgico e risco de reincidéncia, que aumenta com o niimero de leiomiomas **, fazendo
com que cerca de 20 a 25% de mulheres tenham de repetir o procedimento ou optar por histerectomia
como terapéutica alterativa e definitiva *’. Existem ainda outras opgdes de terapia, como a embolizagio
das artérias uterinas *’.



1.3.4 Embolizacio das artérias uterinas

A técnica surgiu pela primeira vez em Franca em 1989 por um ginecologista Francés, Jacques
Ravina, como terapéutica inicial com a finalidade de diminuir a hemorragia ap6s a miomectomia. Como
se verificou uma grande redug@o da hemorragia, a partir de 2005 passou a ser efetuada como alternativa
terapéutica ** **. Em Portugal, realizou-se pela primeira vez em Junho de 2004 pelo Prof. Dr. Jodo
Martins Pisco, numa mulher anteriormente submetida a duas miomectomias sem resolugdo do quadro

de menorragias 7 ? 10 3% 40,

Qualquer doente sintomatica pode ser tratada por esta técnica, caso ndo seja portadora de
tumores malignos ou de infecdo pélvica **. A embolizacdo das artérias uterinas é uma opgio para
mulheres com leiomiomas sintomaticos que t€ém contraindica¢do ou que ndo desejam ser submetidas a
riscos cirargicos ** *' . O procedimento (Fig. 1.5) ¢ realizado com anestesia local e consiste na
interrupgdo da circulagdo sanguinea que irriga os leiomiomas através da introdugdo de um cateter
(cateterizacdo) numa artéria femoral. Depois de introduzido sdo injetadas pequenas particulas ou
polimeros de polivinil-alcool ou microesferas de polimero de tris-acril nos vasos sanguineos das artérias
uterinas que irrigam os leiomiomas, produzindo assim alteragdes isquémicas e bloqueando a irrigagio
sanguinea ** '°, por consequente estes deixam de ter irrigagdo e atrofiam, ficando inativos e reduzindo o
seu tamanho em cerca de 50% e a sintomatologia atenuada em cerca de 85%. Esta técnica ¢ pouco
invasiva, tem duragdo de 30 a 90 minutos, requer pouco tempo de recuperacdo, e permite conservar o
utero ndo comprometendo a fertilidade, sendo uma boa alternativa aos métodos cirtrgicos

supramencionados 10 15 32 10 38 41 42 107.

_

Figura 1.5 - Técnica de emboliza¢io das artérias uterinas. A técnica produzira lesdo isquémica aos leiomiomas, fazendo
com que diminuam. Legenda: A e B — Ilustragdes demonstrativas da técnica, C — Angiograma que demonstra o fluxo sanguineo
antes do procedimento, D — Angiograma que demonstra o fluxo sanguineo apds o procedimento. (Adaptado de Tropeano, G.,
Amoroso, S. & Scambia, G. Non-surgical management of uterine fibroid. Hum. Reprod. Update 14, 259-274 (2007).



1.4 Tumores Ginecoldgicos - Carcinoma do colo do titero

1.4.1 Caracteristicas gerais

A investiga¢do na etiologia do cancro no colo do utero nas ultimas décadas tem feito grandes
avangos e uma das principais descobertas foi a demonstragdo de que o cancro no colo do titero ¢ causado
pela infegdo persistente de varios genotipos de alto risco do Virus do Papiloma Humano (da sigla
inglesa, HPV), sendo o cancro o resultado final de uma sequéncia de infegdes a longo tempo. Esta
descoberta foi destacada com Prémio Nobel em 2008, atribuida a Harald Zur Hausen ** **.

Sendo o colo do utero uma zona suscetivel a carcinogénese do HPV, as infe¢des por HPV sdo
facilmente transmitidas através do contacto sexual com um parceiro infetado **. A zona de
transformagdo (Fig.1.6) aumenta durante a puberdade e gravidez, o que facilita a infecdo durante estes
periodos pois as células desta zona sio mais vulneraveis a infec¢io *°. Apesar da maioria dos cancros
associados ao HPV ocorrerem no colo do ttero, o virus também estd associado ao desenvolvimento de
outros tumores, nomeadamente na vagina, vulva, anus, pénis #_cavidade oral e orofaringe 4,
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Figura 1.6 - Zona de transformacio do colo do ttero (a cinzento). Quando exposto ao ambiente acido da vagina, o epitélio
colunar que se estende para fora do canal cervical até a superficie do colo ¢ substituido por epitélio pavimentoso (mais
resistente), este processo normal de substituicdo denomina-se metaplasia escamosa (Organizagdo Mundial da Saude. Controle
integral do cancer do colo do utero - Guia de praticas essenciais (2016).

As etapas necessarias na carcinogénese do colo do utero (Fig.1.7) incluem a infe¢do por HPV,
a persisténcia do virus ao longo de um determinado periodo de tempo (infe¢do persistente) que
posteriormente progride para pré-cancro e por fim invas@o. No entanto o retrocesso da infegdo ¢
possivel, desaparecendo espontaneamente apds alguns meses **. Embora a presenca do HPV seja
necessaria, esta nao ¢ suficiente, sendo outros cofatores determinantes para o desenvolvimento da
patologia **. O carcinoma no colo do ttero desenvolve-se lentamente e ¢ muitas vezes estabelecido mais
de uma década apds a infecado inicial. Este s6 se desenvolve em mulheres cujas infe¢des ndo se resolvem
espontaneamente, ou seja, lesdes persistentes .
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Figura 1.7 - Modelo epidemiol6gico do cancro do colo do itero. As principais etapas da carcinogénese cervical sdo a infecao
pelo HPV, a progressdo para pré-cancro e a invasdo. A persisténcia do virus ¢ necessaria para a progressao e invasao, sendo
outros fatores determinantes para a progressao da infe¢do em tumor (Adaptado de Schiffman, M. & Kjaer, S. K. Chapter 2:
Natural history of anogenital human papillomavirus infection and neoplasia. J. Natl. Cancer Inst. Monogr. 20852, 14-9 (2003).



1.4.1 Epidemiologia HPV — Carcinoma do colo do tutero

A infecdo pelo virus HPV ¢é muito frequente, sendo uma das infegdes sexualmente
transmissiveis mais comuns a nivel global, como tal os homens e mulheres sexualmente ativos estdo
envolvidos na cadeia epidemioldgica e sdo capazes de ao mesmo tempo serem portadores
assintomaticos, transmissores e também serem infetados pelo HPV **. A maioria das pessoas
sexualmente ativas ira adquirir o HPV em algum momento da sua vida, por sua vez a infecdo sera
espontanea, autolimitada e assintomatica, estima-se que no geral, 79% das mulheres sexualmente ativas
serdo infetadas com pelo menos um tipo de HPV na sua vida *.

O HPV apresenta uma distribui¢@o geografica consideravel, sendo que a maioria das infegdes
ocorrem em regides subdesenvolvidas *°. A distribuicio geografica do HPV apresenta uma elevada
prevaléncia no Leste de Africa, na América do Sul e nas Caraibas, sendo menos comum na Australia,
América do Norte e Asia Ocidental * >' 2. A principal razdo destas disparidades deve-se & falta de
programas organizados e eficazes na prevengdo, detegdo precoce e tratamento adequado em tempo
oportuno, bem como a falta de acesso a esses programas *°.

A organizagao Mundial de Saude estima 266 mil mortes por ano ¢ 530 mil novos casos de cancro
no colo do ttero por ano ** 3, Nas tltimas trés décadas a taxa de incidéncia de cancro no colo do titero
¢ a taxa de mortalidade diminuiram nos paises desenvolvidos, tal mudanga deve-se em grande parte a
implementacdo de planos preventivos nos sistemas de satude tais como rastreio, diagnostico precoce,
vacinas e tratamento de lesdes precursoras em fase inicial, evitando assim a progressao da doenca
maligna *°.

1.4.3 Etiologia, HPV e progressao

O HPV ¢ exclusivo de transmissdo sexual e pode ser transmitido pelo contato direto das areas
genitais ** *. Existem mais de 100 tipos de HPV identificados e cerca de 13 sio classificados de alto
risco (oncologicos) (HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68), uma vez que estdo mais
associados a doengas malignas, sendo consideradas os agentes causadores da maioria dos cancros do
colo do utero, estando também associadas a outros carcinomas como na vulva, pénis, anus e cavidade
oral e outros locais +*
respetivamente, sendo as mais clinicamente relevantes, representando 70% dos tumores cervicais
493536 hor sua vez, os tipos de baixo risco (HPVs 6 e 11), sdo as menos agressivas, nio causam cancro

no colo do utero mas estdo associadas a 90% das verrugas anogenitais (condilomas) e alteragdes
43 44 50 49

; os tipos 16 e 18 sdo responsaveis por 60% e 20% dos cancros cervicais,
43 50

celulares benignas

O virus do HPV pertence a familia Papoviridae — género Papillomavirus. Apesar do seu pequeno
tamanho, a sua biologia molecular é bastante complexa >’. O seu genoma consiste numa molécula de
DNA circular (Fig. 1.8) com aproximadamente 8Kb, protegida por uma capside constituida por duas
proteinas estruturais (L1 e L2). O genoma esta dividido em trés regides, de acordo com a localizagdo e
propriedades funcionais, sendo estas: a regido precoce “E” (do inglés, Early) e a regido tardia “L” (do
inglés, Late) ambas denominadas ORFs (Open Read Frames) ou unidades de tradugdo, e uma terceira
regido regulatoria ndo codificante denominada URR (upstream regulatory region). Na regido tardia “L”
encontram-se dois genes (L1 e L2) responsaveis pela formacdo da capside, ja na regido precoce “E”,
encontram-se seis genes (E1, E2, E4, ES, E6 ¢ E7) responsaveis pela replicagdo do DNA viral (El e
E2), transcricdo do DNA (E2), montagem e libertacdo de novas particulas virais dentro das células
infetadas (E4), transformagdo celular (ES, E6, E7) e imortalizagdo (E6 e E7) °7 3%,
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Figura 1.8 - Representacio esquematica do genoma do HPV. Na figura estd representado o genoma circular de cadeia
dupla do virus com as trés regides do genoma: a regido ndo codificante URR (upstream regulation region) localizada entre L1
¢ E6, possuindo entre 500 e 1000 pb, a regido precoce (E) com os seis genes precoces ¢ a regido tardia (L) com os dois genes
tardios (Muioz, N., Castellsagué, X., de Gonzalez, A. B. & Gissmann, L. Chapter 1: HPV in the etiology of human cancer.
Vaccine 24, 1-10 (2006).

O ciclo de vida do papiloma difere das restantes familias de virus, pois a infecdo exige a
disponibilidade de células epiteliais epidérmicas ou mucosas (células da camada basal) que ainda ndo
tém a capacidade de proliferar, devido a sua baixa atividade *°. Este virus adapta-se aos tecidos do
hospedeiro, usando a sua maquinaria celular *,

Para entender como a infecdo por HPV resulta em desenvolvimento maligno, é importante
primeiro descrever o seu ciclo de vida incomum, desde a etapa em que este se estabelece no hospedeiro
até ao momento em que ocorre a sua transformacao. O ciclo de vida do HPV ¢ iniciado quando particulas
virais infetam inicialmente a camada basal do epitélio, onde se ligam e entram no interior das células,
através de pequenas lesdes ou fissuras, este processo ocorre geralmente em micro lesdes da pele ou da
mucosa. Ja nas células infetadas, o genoma viral ¢ replicado resultando numa média de 100 copias por
célula infetada, podendo manter-se esta situagdo durante um largo periodo de tempo. Neste processo as
proteinas virais precoces E1 ¢ E2 s3o essenciais para a replicagdo, neste periodo da-se entdo a
persisténcia viral > *°. Enquanto as células infetadas se dividem (células-filhas) ao longo da membrana
basal e a populacdo se espalha sofrendo diferenciagdo terminal, os genes tardios sdo expressos €
algumas células infetadas migram para as camadas superiores (camada supra basal), onde os genes virais
vao ser ativados, o0 DNA viral replicado e as proteinas da cépside formadas. Nesta altura a formacao de
particulas virais ocorre. De seguida as particulas sdo libertadas na superficie e podem infetar outros

tecidos, podendo reiniciar o processo de infegdo ** * .

Dado isto, podemos descrever o ciclo de vida do HPV em quatro etapas distintas (Fig. 1.9):
infecdo pelo HPV, persisténcia viral na camada basal durante um certo periodo de tempo, progressao de
células persistentemente infetadas para pré-cancro e nova invasio * .

Constatou-se que uma grande percentagem de mulheres infetadas por HPV elimina a infe¢ao
através de mecanismos imunologicos, ou seja, tém regressdo espontanea. Para o desenvolvimento do
carcinoma do colo do ttero também ¢ importante a presenca de varios cofatores além do genotipo viral.
Os cofatores determinantes para o desenvolvimento de uma infecdo persistente passam por: consumo
tabagico, toma prolongada de contracetivos orais, paridade, coinfec¢do com outros agentes sexualmente

transmissiveis, parceiros miltiplos, inicio precoce da atividade sexual e a genética ** # 30 32 58 39 61,



replicacdo do
DNA viral e
formagao de
capsideos
virais

EEE R

progressdo e
diferenciagao

— L membrana basal

expansao lateral de
células infetadas

infecdo na camada
basal através de
micro fissuras

Figura 1.9 - Ciclo de vida do HPV. Na infecdo, os genomas virais sdo estabelecidos no micleo do hospedeiro. Este ntcleo ¢
replicado até atingir um valor basal e mantém este valor durante um periodo de tempo. As células basais afastam-se da camada
basal, movimentando-se para a superficie do epitélio e iniciam diferencia¢do. Este fenomeno induz a fase produtiva do ciclo
viral. O HPV replica-se e aproveita-se da descamacao natural das camadas superficiais para ser libertado no ambiente, podendo
reiniciar o processo de infecdo noutros locais (Adaptado de Hausen, H. Papillomaviruses and cancer: from basic studies to
clinical application. Nat. Rev. Cancer 2, 342-350 (2002).

1.4.4 Sintomas, diagnéstico e prevencio

Quando existentes, os sintomas tendem a aparecer em fases mais avangadas. As mulheres com
carcinoma invasivo no colo do utero podem apresentar sintomas como: corrimento vaginal, hemorragias
vaginais anormais, dor na regido pélvica, desconforto vaginal, € em casos mais avangados urgéncia
urinaria, dor lombar (lombalgia), perda de peso e dores abdominais anormais *.

Atualmente, existem trés técnicas de rastreio para detegao precoce, sendo eles a inspe¢do visual
e colposcopia com recurso a acido acético, o teste do HPV para pesquisa de tipos de alto risco
(Cobas®™ HPV) e a citologia, que permite detetar precocemente lesdes no colo do titero .

O cancro do colo do tutero pode ser prevenido através da vacinacdo contra o papilomavirus e
por rastreio e tratamento de lesdes precursoras. Quando ha deteg@o precoce e tratamento, o cancro no
colo do ttero pode ser tratado *°. A prevengo passa pela vacinagio, estando atualmente disponiveis trés
vacinas profilaticas que inibem a infe¢do para um subconjunto de tipos de HPV de alto risco e prometem
reduzir a incidéncia de cancro nas futuras geragdes de mulheres, no entanto, ndo protegem as mulheres
que ja esto infetadas *°. As vacinas existentes sdo: Cervarix® (GlaxoSmithKline) e Gardasil® (Merck
& Co., Inc); a Cervarix®, abrange os tipos 16 ¢ 18 ¢ a Gardasil® abrange os tipos 6, 11, 16 ¢ 18.
Posteriormente em 2014, surge a Gardasil®9, que protege dos tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 ¢ 58.
Todas mostraram além de seguranca, eficacia para a prevencao de lesdes neoplasicas no colo do utero,
bem como condilomas genitais, no caso da vacina Gardasil® ** *. A prevengdo também passa pela
educacdo, sensibilizacao e consciencializagao do cancro no colo do utero. Segundo um estudo realizado
em 2010 em jovens Portugueses, ainda hid um grande desconhecimento em relagio a este virus .

Enquanto a maioria dos paises industrializados introduziu a vacinag@o feminina contra o HPV
nos programas nacionais de vacinacao, esta ndo ¢ suficiente, sendo a vacinagdo em rapazes e homens
atualmente implementada em apenas alguns paises, nomeadamente Australia, Canada, EUA e Austria.
A vacinagdo em ambos os sexos, pode reduzir ainda mais a incidéncia de cancro do colo do ttero, do
cancro anal, do peniano e o da de cabega e pescoco. No entanto, é recomendado que seja administrada
antes do inicio da vida sexual, com o objetivo de estabelecer uma maior protecao, sendo que em Portugal
j4 esta prevista a vacinagio em rapazes em 2019 .

10



1.4.5 Tratamento

As opgdes de tratamento do carcinoma do colo do titero podem ser combinadas e incluem
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Dependendo do estadio do carcinoma e da satde geral da mulher,
a terapia primaria pode ser a cirurgia ou a radioterapia, com ou sem quimioterapia. A cirurgia consiste
na remogao variavel de tecido da area infetada pelo tumor e de tecido circundante, podendo ser realizada
por via vaginal ou através de incisdo abdominal. Existem dois procedimentos cirurgicos que retiram
menos quantidade de tecido em comparacdo com a histerectomia radical, s3o eles a conizagdo e a
histerectomia total. Ambas as histerectomias causam infertilidade. Os procedimentos cirtrgicos
existentes sdo: 1) conizagdo, consiste em retirar um circulo de tecido que circunda a abertura do ttero e
inclui a parte inferior do canal cervical, ¢ uma terapia indicada para quando a mulher deseja preservar a
sua fertilidade; 2) histerotomia total, consiste em retirar o utero e o colo, através de uma incisdo na parte
inferior do abdémen ou através da vagina, mantendo habitualmente as trompas e os ovarios, caso estes
ndo tenham aparéncia anormal e histerectomia; 3) histerectomia radical, esta é a cirurgia mais comum
para tratamento de carcinoma, onde sdo removidos os tecidos que circundam o utero, ganglios linfaticos
da pélvis e ao redor da aorta. As trompas e os ovarios sdo mantidos, a menos que tenham aparéncia

anormal .

1.5 Sistema nervoso Auténomo

O sistema nervoso autonomo (SNA), também conhecido por sistema involuntario, desempenha
um papel fundamental na manutencdo da homeostase, influenciando a atividade da maioria dos tecidos
e sistemas, tais como a osmorregulacao, a termorregulagdo, entre outras. Este regula processos do corpo
que ndo estdo sob dependéncia direta do controlo voluntario, ou seja, funciona sem controlo consciente,
inervando o musculo cardiaco, o musculo liso e diversas glandulas enddcrinas e exdcrinas. Este sistema
¢ importante em muitas doengas sistémicas e na atuagio de farmacos .

O SNA ¢ composto por duas divisdes anatomicas e funcionalmente distintas, o sistema
simpatico e parassimpatico, sendo que os tecidos sdo enervados por ambos os sistemas e cada sistema ¢é
acionado em diferentes condicdes. O sistema simpatico predomina em reagdes de emergéncia, chamadas
situacdes de “luta ou fuga”, aumentando o fluxo de sangue oxigenado e rico em nutrientes para os varios
tecidos corporais, ja o sistema parassimpatico predomina em condi¢cdes de repouso, conservando e
armazenando energia e regulando as fungdes bésicas corporais, tais como a digestio *.

Todos os efeitos do SNA em tecidos e 6rgaos sdo realizados através de trés neurotransmissores
capazes de estimular a atividade em alguns tecidos e inibir a atividade noutros. Sao eles a acetilcolina,
a noradrenalina e a adrenalina, sendo que a acetilcolina ¢ libertada nas fibras colinérgicas, e a
noradrenalina e adrenalina sdo libertadas nas fibras adrenérgicas. Os neurotransmissores do SNA ligam-
se a recetores especificos nas membranas celulares do tecido efetor. Todos os recetores adrenérgicos
estdo acoplados a proteina G (GPCR do inglés, G Protein-Coupled Receptors), que também esta
incorporada na membrana plasmatica. Apds a estimulagdo do recetor, este ativa a proteina G e assim
inicia-se a transdugdo dos sinais celulares. O efeito causado por estas substancias ¢ determinado pela
distribui¢ao do seu recetor num tecido particular e pelas propriedades bioquimicas das células nesse
mesmo tecido * (Figura 1.10).
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Figura 1.10 - Ativagio dos recetores acoplados as proteinas G. Os neurotransmissores afetam a atividade das células pos-
sinapticas. Estes ligam-se a recetores especificos nas membranas celulares do tecido efetor que por sua vez vdo ativar as
proteinas G. (Adaptado de Purves, D. et al. Neuroscience. Sunderland 3, (Sinauer Associates, Inc., 2004).

Varios estudos apontam para um papel proeminente do stresse cronico no aumento da incidéncia
de cancro e proliferagdo de metastases. O stresse ¢ um processo que inclui fatores ambientais e
psicossociais que iniciam uma sequéncia de processamento de informagao no sistema nervoso. Tanto os
niveis de noradrenalina como de adrenalina sdo elevados em individuos com stresse agudo ou cronico
e os niveis de dopamina aumentam no cérebro durante o stresse agudo. Um conjunto de fatores incluindo
trauma, luto, depressao e isolamento social, t€m sido associados a desregulagdo de varias hormonas
neuroenddcrinas, particularmente as catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e dopamina) e cortisol,
sendo que a adrenalina e noradrenalina sdo produzidas na medula suprarrenal e a dopamina uma
percussora natural de ambas *,

Consequentemente, estudos clinicos e epidemiologicos t€m associado as vias de sinalizag¢do
neuroenddcrina e a progressdo do cancro. Estudos mostraram que a sinalizag@o adrenérgica pode regular
vias necessarias para a progressao do tumor da mama, através de efeitos diretos nas células tumorais e
no microambiente tumoral e modelos pré-clinicos demonstraram que a adrenalina e noradrenalina
induzem a invasio e a migragdo de células tumorais na patogénese por metastases °. Estudos
semelhantes concluiram o mesmo para outros tipos de tumores nomeadamente no ovario 6 colon ¢ e
prostata ® . Em suma, ha evidéncias crescentes de que o stresse esta correlacionado com o aumento do
risco de cancro ou um retrocesso no seu tratamento devido a ativagdo do SNA e consequente aumento

de catecolaminas, que por sua vez ativam a sinalizacio adrenérgica % 7° 7' 72,

O sistema nervoso autonomo simpatico suprarrenal é travado pela serotonina. A serotonina na
fenda sinaptica regula as catecolaminas, isto €, inibe a sua produgdo, logo quando existe muita
serotonina na fenda sinaptica ha inibicdo da libertacdo das catecolaminas (do sistema simpatico
suprarrenal), por outro lado, quando ha baixa da serotonina na fenda sinaptica, da-se o efeito contrario,
ou seja, o sistema fica constantemente ativado e por consequente ha produgdo de catecolaminas ™ 7* 7>,
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1.6 Polimorfismos Genéticos

O estudo da variagdo genética ¢ a base do estudo da genética médica. Durante o decorrer da
evolucdo, o fluxo constante de novas variagdes de nucledtidos tem assegurado um alto grau de
diversidade genética e individualidade. A diversidade genética pode manifestar-se de diversas maneiras
tais como organizagdo do genoma, alteragdoes de nucleétidos na sequéncia do genoma, variagdes no
numero de copias de segmentos de DNA gendmico e alteragdes na estrutura e quantidade de proteinas
76

Os genes sdo constituidos por DNA, que contém sequéncias complexas de nucleétidos. Quando
as formas alternativas nestas sequéncias de um gene ou de uma sequéncia intergénica ocorrem na
populagdo de forma estavel, tendo uma frequéncia igual ou superior a 1% na populagao, sdo designados
de polimorfismos de DNA. Os polimorfismos de DNA sdo herdados de uma forma mendeliana e sdo
fonte de grande diversidade interindividual .

Os polimorfismos de DNA podem ser do tipo SNPs (do inglés, Single Nucleotide
Polymorphisms), VNTRs (do inglés, Variable Number of Tandem Repeats), CNVs (do inglés, Copy
Number Variantions) ou Indels (do inglés, Insertion/Deletion) 7°.

Os SNPs sdo os mais simples e comuns de todos os polimorfismos ’*, sendo caracterizados por
uma mutacdo pontual num uUnico nucledtido, sendo responsaveis pela maior parte da variabilidade
genética humana interindividual, os VNTRs sdo polimorfismos de comprimento que resultam da
repetigdo sequencial do mesmo conjunto de bases '’; os CNVs incluem a variagio do namero de copias
de grandes segmentos do genoma, que variam o tamanho de 1000pb a muitas centenas de Kb; e por fim,
os Indels, que resultam de variagdes causadas por inser¢ao ou delecao, em qualquer parte, variando de
1 pb até aproximadamente 1000pb 7.

A presenca de determinados polimorfismos pode ter influéncia funcional relacionada com o
produto do gene, podendo este ter participacdo em algumas alteracdes relacionadas com patologias .
Na seguinte tabela (Tabela 1.1) estdo descritos os polimorfismos em estudo, bem como os genes a que
pertencem, os alelos correspondentes a forma variante e os seus efeitos e risco esperado nas patologias
em estudo.

Tabela 1.1 - Relag¢des funcionais entre os polimorfismos em estudo e o risco de cancro. Sumario dos polimorfismos estudados
neste trabalho e a dire¢do teoricamente esperada do efeito no risco da presenga da variante alé¢lica

Direcéo esperada

Polimorfismo Rs Gene Variante Poss.l ve! efelfo. da do e.f elt? 1o risco
variacio alélica (Leiomiomas ou
HPV)

Individuos com a mutagdo
Argl6Gly rs1042713 ADRB2 Arg apresentam um aumento Aumenta
da atividade (mais stresse)

Individuos com a mutagdo
apresentam mais
serotonina circulante
(menos stresse)

5-HTTVNTR Nao existente ~ SLC6A4 10 Diminui

Individuos com a mutagdo
T102C 156313 HTR2A C apresentam menos Aumenta
expressao (mais stresse)
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1.7 Fatores Genéticos Associados aos Tumores Ginecologicos

1.7.1 Sistema Serotoninérgico

Uma das primeiras referéncias cientificas relativas a serotonina, data por volta de 1930, quando
um investigador italiano chamado Dr. Vittorio Erspamer realizou um estudo sobre uma substancia
produzida pelas células enterocromafinas do intestino e existente no estdmago dos mamiferos e nas
glandulas salivares do polvo, ao qual deu o nome de “enteramina”, sendo uns anos mais tarde (1948)
isolada e designada serotonina. Apds esta descoberta, a serotonina tem sido um dos neurotransmissores
mais estudados *.

A serotonina ¢ um neurotransmissor derivado do aminodacido triptofano e ¢ sintetizado num
processo de duas etapas, pela qual o aminoacido triptofano é primeiramente hidroxilado pela enzima
triptofano hidroxilase, convertendo-se em 5-hidroxitriptofano. Posteriormente, o 5-hidroxitriptofano
sofre descarboxilagio pela enzima L-amino4cido descarboxilase, originando assim a serotonina ®'.

O neurotransmissor serotonina, ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), ¢ uma monoamina presente no
soro (sero) que ¢ capaz de induzir vasoconstri¢do (tonina), dai a sua designagdo. Esta molécula ¢
sintetizada por dois genes diferentes (Tphl e Tph2) em dois locais diferentes e dependendo do seu local
de sintese afeta processos fisiologicos diferentes. A maioria da serotonina € sintetizada nas células
enterocromafinas no aparelho gastrointestinal, enquanto a restante ¢ sintetizada no cérebro
nomeadamente nos neurdonios do sistema nervoso central (SNC), nos nticleos de rafe 81 Sendo
sintetizada em locais distintos, e por ndo conseguir atravessar a barreira hematoencefalica devido a carga
positiva do ph fisiologico, pode afirmar-se que a produgao de serotonina, tanto no SNC como no sistema
periférico, consegue funcionar quase isoladamente, proporcionando a este neurotransmissor fungdes
diversas como a homeostasia corporal, a regulagdo do sono, do humor, do apetite, da dor, atividades

gastrointestinais entre outras ** 2,

Da quantidade total de serotonina no organismo, cerca de 95% encontra-se no sistema
gastrointestinal, onde funciona como um fator paracrino que estimula o peristaltismo e a secrecdo de
muco. Desta percentagem, uma parte encontra-se em circulacdo ou ¢ metabolizada pela monoamina
oxidase nas células endoteliais, a restante desta percentagem ¢ armazenada em granulos densos nas
plaquetas através de um transportador especifico da serotonina (5-HTT ou SERT, do inglés Serotonin
Transporter), sendo libertada para estimular a agregacdo plaquetaria e, consequentemente a coagulagdo
sanguinea apos lesdo tecidual, bem como outros efeitos fisiologicos, tais como constri¢do ou dilatagao
dos vasos sanguineos ¢ hipertrofia e hiperplasia das células do musculo liso. Assim, as plaquetas
funcionam como vesiculas de armazenamento deste neurotransmissor *2.

A restante serotonina (5%) do organismo encontra-se no sistema nervoso central (SNC) e
funciona como neurotransmissor onde desempenha diversas fungdes, influenciando o comportamento e
fungdes fisiologicas e cognitivas, tais como regulagdo do humor, do sono e do apetite. Por isso, alguma
alteragdo na regulacdo desta hormona pode trazer efeitos nocivos, tais como ansiedade, depressdo,
alteracdo de comportamento e/ou de apetite *°. Todos estes efeitos sdo mediados por sete familias de
recetores ligadas a membrana (5-HTR; a 5-HTR7), que se encontram no neurénio pos-sinaptico e sao
regulados por um transportador especifico (5-HTT) da serotonina na membrana plasmatica. Este

encontra-se no neurénio pré e pés-sinaptico, sendo o responsavel pela sua recaptacio apos a libertagao
82
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O 5-HTT desempenha o papel principal na transmissdo da serotonina (Figura 1.11), pois é o
responsavel pela regulagdo da duragio da atividade de serotonina que se encontra no meio extracelular,
a fim de remover a serotonina de volta ao neurénio pré e pds sinaptico ¥, através de um processo de
transporte ativo usando gradientes transmembranares de sédio (Na'), cloro (Cl) e potassio (K"),
utilizando um potencial de membrana interno negativo. Os agentes farmacéuticos que antagonizam o 5-
HTT, tais como os inibidores seletivos da recaptagio da serotonina (SSRIs, do inglés Selective Serotonin
Reuptake Inhibitors) sdo clinicamente frequentes, pois potencializam a atividade da serotonina e
demonstraram aliviar sintomas depressivos *. Além de agentes farmacéuticos, também sio conhecidas
outras substincias inibidoras da recaptacdo da serotonina, tais como a cocaina, ¢ a 4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA, conhecida por “ecstasy”), ambos os agentes modificam a
transmissdo serotoninérgica e elevam assim o humor em individuos deprimidos ou normais, sendo o 5-
HTT um dos alvos no estudo de transtornos psiquiatricos, humor e ansiedade **.

Neurénio
pré-sinaptico

@ g e Neurgo

N \z; pos-sindptico

Figura 1.11 - Sinaliza¢do da serotonina no SNC. A serotonina (5-HT) ¢ sintetizada pelos neur6nios pré-sinapticos e
armazenada em vesiculas. As vesiculas fundem-se com a membrana celular ap6s um estimulo e libertam a 5-HT por exocitose
na fenda sindptica. A 5-HT libertada, ativa e estimula o neur6nio pds-sinaptico (Adaptado de Warden, S. J., Robling, A. G.,
Haney, E. M., Turner, C. H. & Bliziotes, M. M. The emerging role of serotonin (5-hydroxytryptamine) in the skeleton and its
mediation of the skeletal effects of low-density lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP5). Bone 46, 4-12 (2010).

O gene que codifica a proteina do 5-HTT € o SLC6A4 (Solute Carrier Family 6 Member 4), e
esta localizado no cromossoma 17 na regido 17q11.1-q12. Este abrange mais de 30kb, e consiste em 14

exdes, codificando uma proteina de 630 aminoacidos ¥ .

O gene SLC6A4 é um gene polimorfico,
tendo sido até a data identificados dois polimorfismos genéticos. Um deles ¢ a variante polimorfica 5-
HTTLPR, caracterizada por uma inser¢do de 44pb na regido promotora, resultando dois alelos
diferentes: uma variante longa (L, do inglés long) composta por 16 copias da unidade de repeticao de
22 pares de bases (pb) e uma variante curta (S, do inglés short) consistindo em 14 copias * *. A outra
variante polimorfica ¢ a S-HTTVNTR, localizada no intrdo 2 (SERT STin2) e consiste num ntimero
variavel de repetigoes em tandem (VNTR do inglés, Variable Number Tandem Repeat) de um elemento
sequencial de 17pb, originando trés alelos diferentes (9, 10 e 12) e seis genétipos diferentes que serdo

descritos no capitulo seguinte, sendo este um dos polimorfismos em estudo neste projeto *’.
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1.7.1.1 Polimorfismo (S-HTTVNTR) do gene do Transportador da Serotonina

A variante polimorfica S-HTTVNTR ¢, tal como o nome indica, um polimorfismo no gene do
transportador da serotonina, que consiste num numero variavel de repeticdes em tandem (VNTR do
inglés, Variable Number Tandem Repeat) ¥, contendo 9, 10 ou 12 repeticdes de um elemento de 17pb,
que quando conjugados originam seis genotipos diferentes: 12/12, 12/10, 12/9, 10/10, 10/9 e 9/9, sendo
que todos os genotipos afetam a expressdo do gene, podendo modificar a transmissdo neuronal devido
a alteraciio na expressio da proteina *.

Num estudo realizado em 2004, foram separados os gendtipos em dois grupos, de acordo com
a expressao quantitativa de mRNA (RNA mensageiro) e foi concluido que o alelo com 10 repeti¢des era
aquele que era menos expresso, o genotipo 12/12 foi considerado como um gendtipo de taxa de
transcrigdo elevada, ou seja estd associado a uma maior taxa de recaptagcdo de serotonina circulante, e
os genotipos 12/10 e 10/10 foram considerados de expressdo baixa, contudo, ainda existe bastante
divergéncia quanto a este assunto. Na populacdo em geral, o alelo com 10 repeticdes ¢ o menos comum,
sendo considerado recessivo e o alelo com 12 repeticdes o mais comum. *,

Apesar de resultados anteriores que indicam o alelo com 12 repetigdes como um potenciador da
transcri¢do, um estudo em 2008 demonstrou que homozigotos 12/12 tém uma tendéncia para exibir uma
menor disponibilidade do transportador de serotonina **,

Outro estudo em 2007 relatou associacdo entre o alelo com 12 repeti¢des e pacientes com
ansiedade e trastorno obsessivo compulsivo % 1o entanto em outros estudos anteriores os autores
relataram associagdo entre os alelos 9 e 10 e transtornos de ansiedade *°. Outro estudo em 2010,
demonstrou que heterozigéticos 12/10 tém menor risco do que homozigdticos 12/12 para enxaquecas,
sugerindo que o alelo 12 tem efeito menos protetor em relagdo aos outros °', enquanto outros estudos
mostram que uma frequéncia do alelo com 12 repeti¢cdes aumenta o risco para depress@o e transtorno

bipolar, enquanto o genétipo 10/10 diminui esse risco, tendo um efeito protetor °2.

Estudos realizados, relacionam alteragcdes no gene do transportador de serotonina com varios
distirbios, tais como distirbios afetivos, emocionais, agressividade, comportamento suicida entre
outros. Mutacdes associadas ao 5-HTT podem modificar a sua fung@o e contribuir para o
desenvolvimento de depressao *.

1.7.1.2 Polimorfismo (T102C) do gene do Recetor 2A da Serotonina

Para além do transportador de recaptacdo de serotonina, referido no capitulo anterior, a agdo da
serotonina no organismo também depende de uma familia de recetores que estdo subdivididos em sete
familias (5-HTR; a 5-HTR;) *2. O recetor chamado recetor 2A da serotonina é codificado pelo gene
(HTR2A) do recetor 2A da 5-hidroxitriptamina (SHTR2A) e esta localizado no cromossoma 13 (13q14-
q21) %, abrangendo 20kb, contendo trés exdes e mais de 200 SNPSs que ja foram identificados ao longo
do gene **.

O 5-HTRa tal como o nome indica, € um recetor da familia 2A do recetor de serotonina e
pertence a superfamilia dos recetores acoplados a proteina G (GPCR, do inglés G Protein Coupled
Receptors). O principal efeito da serotonina no SHTR»4 ¢ aumentar a excitabilidade do neurdnio
hospedeiro, sendo 0 5-HTR24 0 principal GPCR da familia de recetores da serotonina *°.
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O 5-HTR24 é maioritariamente um recetor cortical, sendo o mais abundante no cortex ¢ a sua
expressdo maior nesta zona do que em estruturas subcorticais (talamo, ganglios basais e hipocampo),
tendo assim implicagdes funcionais importantes na modulacdo dos circuitos neurais no hipocampo *°.
Em termos de localizagdo celular, estes recetores sao maioritariamente expressos nos dendritos dos
neurénios piramidais glutamatérgicos, no cortex *°. Os neurénios piramidais corticais sio especialmente
sensiveis a modulagdo via 5-HTR»a, por isso s@o sensiveis a mudangas nas concentragdes sinapticas de
serotonina . Um efeito bem demonstrado da sinalizagdo cortical (pré-frontal) é o mecanismo de
feedback negativo que inibe a ativacio de neurdnios serotoninérgicos nos nucleos dorsais da rafe %,
sugerindo que o 5-HTR»a desempenha um papel crucial na regulagdo da libertagdo de serotonina no
cortex, através de uma influéncia moduladora descendente num circuito inibitério de feedback “cortical-
rafe” ?7. Estudos confirmaram uma relagdo deste recetor com a aprendizagem e que alteragdes deste
podem levar a anomalias nas fungdes cognitivas e aprendizagem **, estando este recetor também

95 99

associado a ansiedade, neurogénese, depressdo >, obesidade

esquizofrenia '% 1!,

e transtornos psiquiatricos como a

Este gene tem muitas variantes polimoérficas, sendo as mais conhecidas: o SNP -783 A/G e o
SNP -1483 A/G (rs6311), que se encontram ambos na regido promotora, o SNP Hist452Tyr (rs6314)
localizado no exao 3 e que € responsavel por uma troca do aminoacido histidina pelo aminoacido tirosina
na posi¢iio 452 e ainda a variante polimérfica T102C (rs6313) que vai ser estudada neste trabalho ' ',

A variante polimoérfica T102C (rs6313) do gene do recetor 2A da serotonina, encontra-se em
desequilibrio de ligagdo (linkage disequilibrium) com o polimorfismo -1483 A/G, ou seja, existe uma

associacio ndo aleatoria entre as duas variantes polimérficas ' 10 14,

Este polimorfismo consiste numa transi¢ao de uma timina (T) para uma citosina (C) na posicao
102 (T102C) do recetor '®. A depressdo, esquizofrenia, disturbios psicolégicos graves ** 'O '™ ¢
comportamentos suicidas sdo patologias que estdo associadas a este polimorfismo. Tem sido sugerido
que esta variante resulta numa baixa atividade promotora afetando a transcricdo do gene '*', dado isto,
o alelo T tem sido associado a um maior nimero de recetores de HTR2A no sistema nervoso central e
individuos com o gendtipo homozigético C tém expressdes menores do gene ' '’ estando este
associado a esquizofrenia ' ', Os mecanismos subjacentes as diferencas de expressao sdo incertos, no

entanto tem ido especulado que este polimorfismo afeta a estabilidade do mRNA '’

Podemos entdo concluir que mutagdes associadas tanto a recetores de serotonina como ao
transportador de serotonina desempenham um papel crucial na fisiopatologia de transtornos
psiquiatricos graves **.

1.7.2 Recetor B2-Adrenérgico
O recetor P2-adrenérgico (B2AR ou ADRB2, do inglés Beta 2 Adrenergic Receptor) é
codificado por um gene (ADRB2) sem intrdes, localizado no cromossoma 5 (5q31-32), codificando 413

aminoécidos '*®. Os recetores P2 adrenérgicos distribuem-se em diversos 6rgios dos sistemas urogenital,
pulmdes e tecido adiposo, além dos vasos sanguineos e coragio ”°.
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O receptor P2-adrenérgico, ¢ necessario para a resposta fisioldgica a adrenalina e a
noradrenalina. A maior parte das terminagdes simpaticas pos-ganglionares utiliza a noradrenalina como
neurotransmissor. Apos ocorrer um potencial de acdo, a noradrenalina ativa na fenda sinaptica os
recetores adrenérgicos na membrana pos-sinaptica (recetores adrenérgicos pos-sinapticos tipo o e ) e
na membrana pré-sinaptica o recetor adrenérgico pré-sinaptico a2. A estimulagdo dos recetores
adrenérgicos pos-sinapticos causam modificacdo do estado funcional das células efetoras, enquanto a
estimulagdo dos recetores adrenérgicos pré-sinapticos (recetores a2) causam inibicdo da libertagdo da
noradrenalina, diminuindo assim a atividade simpdtica, resultado da ativacdo (recetores B2), ou seja
feedback negativo .

Os recetores adrenérgicos sdo recetores acoplados a proteina G, cuja fungfo ¢é a transmissao de
informagdes do ambiente extracelular para o interior da célula, estes podem ser do tipo alfa (o) na forma
de dois subtipos: alfal (al), alfa2 (02) ou do tipo beta (), designando-se a familia de recetores p-
adrenérgicos que pode ser dividida em trés subtipos: betal (1), beta2 ($2) e beta3 (f3), consoante as
diferencas de localizago e de resposta farmacoldgica as catecolaminas e aos antagonistas especificos'®.

De um modo geral, a diferenca funcional nos receptores P2-adrenérgicos deve-se a uma
alteragdo na sensibilizacdo destes receptores em relagdo aos agonistas B2 exdgenos assim como
catecolaminas enddgenas "°.

A atividade no sistema nervoso simpatico (SNS) ¢ mediada pela produgdo e libertagdo das
catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e dopamina), sendo que estas atuam em recetores adrenérgicos
localizados tanto no sistema nervoso central (SNC) como no sistema nervoso periférico (SNP) ”°. A
noradrenalina e adrenalina sdo hormonas de stresse que ativam recetores adrenérgicos, como € 0 caso
do recetor f2-adrenérgico, membro da familia de recetores acoplados a proteina G (GPRs, do inglés G

Protein Coupled Receptors) ''° .

Os recetores adrenérgicos sdo importantes na manutencdo da homeostase em ambientes
fisiologicos normais e em estados patologicos, sendo também alvos para agonistas e antagonistas
administrados terapeuticamente '''. A distribuicdo dos recetores B no coragdo pode ser alterado em
situagdes patologicas ou através da agdo de farmacos, levando a uma diminui¢do do seu nimero. A
consequente diminui¢do na densidade de recetores para um determinado neurotransmissor ocorre em
situacdes de excesso de estimulo, como na hiperatividade simpatica mediada pelo aumento excessivo
de catecolaminas, resultando numa reduzida sensibilidade da célula ao transmissor, sendo este fendmeno
designado de down-regulation. Todos os recetores participam no processo de down-regulation e cada
recetor apresenta uma resposta diferente entre si, sendo esta uma das grandes diferencgas fisiologicas
entre cada recetor 7’

O bloqueio dos recetores [B-adrenérgicos ¢ realizado através de betabloqueadores. Estes
farmacos pertencem a uma classe terapéutica que apresenta como mecanismo de acdo o bloqueio de
recetores através de inibigdo por competicdo. Estes farmacos t€m sido usados no tratamento da
hipertensao arterial, demonstrando eficacia na redugdo da pressdo, inibindo as respostas a agdo das
catecolaminas nos recetores B-adrenérgicos ''2. O uso de betabloqueadores estd associado também a
uma menor progressao de tumores e ocorréncia de mortalidade no cancro da mama, como relatam varios
estudos, sugerindo que intervengdes nas vias de sinalizacdo adrenérgicas podem complementar as
terapias ja existentes ¢ '3 114115,
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O uso de agonistas dos recetores f-adrenérgicos pode ser tornado um alvo terapéutico auxiliar
no tratamento do cancro oral ''®. Varios estudos indicaram que a via B2-adrenérgica tem um papel
importante no inicio e na progressao do cancro, incluindo no cancro da mama, da prostata, melanoma
maligno, e gastrico. Estudos mais recentes demonstraram que a ativag@o da sinalizagdo contribuiu para
a invasdo e metastizacio do adenocarcinoma colorretal e do cancro géstrico ',

A familia dos recetores B-adrenérgicos (B1, B2 e f3) ¢ muito polimorfica. Até a data foram
descritos doze tipos de polimorfismos (SNPs) localizados em regides codificantes, no gene (ADRB2)
do recetor B2, sendo que cinco destes polimorfismos (Argl6Gly, GIn27Glu, Trh164lle, Val34Met e
Ser220Cys) causam alteragdes (substituicdes) nos aminoacidos do recetor € apresentam importancia
funcional ''7. As consequéncias do polimorfimo Ser220Cys ainda niio sdo bem compreendidas e em
relagdo ao polimorfismo raro Val34Me, estima-se que nao provoque mudangas na fungao do recetor 2.

Os restantes, demonstram estar relacionados com alteragdes funcionais do recetor %,

Estudos realizados indicam que muitos dos polimorfismos alteram o aspeto da sinalizacdo do
recetor e que estes podem ser fatores de risco para doengas, ou alterar a resposta a terapias '''. Diferentes
formas polimorficas deste gene estdo associados a aspetos funcionais do sistema nervoso simpatico
(SNS) e a estados patologicos relacionados com hiperatividade simpatica, tais como elevagdo da pressao

arterial, da frequéncia cardiaca, de niveis circulantes de noradrenalina, asma, diabetes e obesidade 79 108
117

1.7.2.1 Polimorfismo (Argl6Gly) do gene do Recetor Adrenérgico p2

No polimorfismo Argl6Gly (rs1042713), ocorre a substitui¢do do nucledtido Guanina pelo
nucledtido Adenina, na posi¢@o 46 do gene do recetor 2 (ADRB2), promovendo assim uma substituicao
do aminoacido de Glicina (Gly) por Arginina (Arg) no coddo 16, sendo a variante Glicina a mais

frequente '%®.

Nos estudos iniciais sobre este polimorfismo, considerava-se a Arginina como sendo o alelo
mais frequente na populacdo (alelo ancestral), entretanto, estudos posteriores demonstraram que o
aminoacido Glicina era, na verdade, o alelo mais frequente (Arg/Gly, freq. alélica 0,40/0,60), sendo este
o alelo ancestral. Contudo, por ter sido descrito inicialmente desta forma, o alelo Arginina permaneceu

com a designagio '*.

A frequéncia dos alelos envolvidos nos polimorfismos dos recetores 32 varia entre as diferentes
populagoes. Em afro-americanos, a frequéncia do alelo Argl6 é de 49%, enquanto em caucasianos ¢

asiaticos a frequéncia deste mesmo alelo é de 29% e 59%, respetivamente H

Esta estabelecido que este polimorfismo ndo altera a capacidade de ligacdo das catecolaminas
para o recetor, no entanto, estudos realizados demonstram que este polimorfismo esta relacionado com

a suscetibilidade deste recetor ao down-regulation ''*.

Estudos in vitro demonstraram que a presenca do alelo Gly leva a um aumento na capacidade

de down-regulation, ou seja, menor densidade de recetores na membrana quando comparado com Arg.
A dessensibilizago é entio maior no alelo Gly .
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal investigar a existéncia de associacdo entre
polimorfismos de genes que codificam proteinas envolvidas nos mecanismos de acgdo de
neurotransmissores (especificamente o recetor f2-adrenérgico e o transportador e recetor da serotonina)
e tumores ginecologicos benignos (leiomiomas uterinos) e malignos (cancro do colo do tutero).

Mais especificamente pretendeu-se:

1. Estudar o contributo do genotipo dos genes ADRB2 (rs1042713), SLC6A4 (S-HTTVNTR)
e HTR2A (rs6313) na tumorigénese

2. Estudar o contributo isolado ou em epistasia de cada polimorfismo na suscetibilidade para
a doenga

3. Esclarecer acerca de mecanismos comuns de desenvolvimento de doenga entre tumores
ginecoldgicos benignos (leiomiomas) e malignos (carcinoma do colo do ttero)
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostra populacional

Para a realizacdo deste estudo recorreu-se a trés populagdes diferentes: uma populagio controlo,
composta por mulheres que ndo apresentam qualquer uma das patologias em estudo; e duas populacdes
com patologia, sendo uma populagdo “Leiomiomas” e outra “Carcinoma do colo do utero”.

Para este estudo consideram-se doentes todas as mulheres que tém a doenga, as restantes
consideram-se controlos independentes de patologias associadas.

O grupo patologico “Leiomiomas” corresponde a mulheres que recorreram ao servico de
Radiologia de Intervencao do Hospital St. Louis em Lisboa, onde realizaram a embolizacdo das artérias
uterinas. Estas amostras foram disponibilizadas pelo Professor Doutor Jodo Martins Pisco.

O grupo patolédgico “Carcinoma do colo do utero”, corresponde a mulheres com carcinoma do
colo do utero, resultante da infecdo por HPV, provenientes do Instituto Portugués de Oncologia
Francisco Gentil (IPOFG) delegagdes de Lisboa, disponibilizadas pela Professora Doutora Maria Clara
Bicho e do Porto, disponibilizadas pelo Professor Doutor Rui Medeiros.

O grupo controlo foi fornecido pela Faculdade de Motricidade Humana provenientes do estudo
“Mexa-se Mais” disponibilizadas pelo Professor Doutor Luis Sardinha, e € composto por mulheres que
ndo apresentavam qualquer uma das patologias em estudo. Para este grupo controlo foram também
estudadas mulheres, seguidas na consulta de endocrinologia na Clinica de Endocrinologia, Diabetes e
Metabolismo de Lisboa Lda. pelo Professor Doutor Mario Rui Mascarenhas.

3.1.1 Caracterizacio das populacdes

Para a caracterizacao das populacdes com patologias, procedeu-se sempre que possivel a recolha
de dados clinicos importantes para o presente estudo.

Para a populagdo controlo composta por mulheres saudaveis, procedeu-se a criagdo de uma base
de pardmetros comuns as dos grupos com patologias em estudo.

Todas as mulheres foram previamente identificadas através da atribuicdo de um codigo
alfanumérico e as informagoes recolhidas encontram-se registadas numa base de dados confidencial. As
amostras de sangue total periférico utilizadas foram obtidas mediante o consentimento informado de
todas as mulheres envolvidas (Anexo I).
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Extracao de DNA

As amostras anteriormente extraidas foram obtidas a partir de sangue periférico, utilizando o

método de extracdo ndo enzimatico designado de salting-out, adaptado de Lahiri & Nurneberguer Jr.,
Nucleic Acid Research (1991).

3.2.2 Quantificacdo de DNA

A quantificacdo do DNA extraido (ng/pl) e a determinacdo da sua concentracao e pureza (razao

entre absorvéncias 260/280 e 230/260 do DNA extraido foi realizada através de um espetrofotometro

de espectro completo (NanoDrop® ND-2000, Thermo Scientific).

3.2.3 Amplificacdo do DNA

A amplificagdo do DNA foi efetuada através do método PCR (Polymerase Chain Reaction) que

consiste numa reagao ciclica de alternancia de temperaturas, que permite a desnaturagdo da cadeia de
DNA, o emparelhamento dos primers (annealing) e em seguida a sintese de novas cadeias de DNA.

Para este método utilizou-se um termociclador (Applied Biosystems, Gene Amp® PCR System
2700) e seguiram-se condi¢des de amplificagdo diferentes para cada polimorfismo em estudo, descritas

na tabela 3.1. Em todas as reagdes foi efetuado um Hotstart a 94°C durante 2 min e ao fim de todos os
ciclos uma extensao final a 72°C durante Smin.

Tabela 3.1 - Primers, condi¢gdes de PCR, componentes e tamanho dos fragmentos para cada polimorfismo em estudo

. . Condicdes Fragmentos
Gene Polimorfismo | Primers PCR Componentes Amplificados
40 ciclos: _ DNA: 200ng
Desnaturacao .
30 sco. a 94°C Primer F: 10pmol
ADBR2 Argl6Gly 5’- CCTTCTTGCTGGCACCCCAT - 3’ Em f;'elhamen to Primer R:10pmol 308pb
(rs1042713) 5’- GGAAGTCCAAAACTCGCACCA - 3° p o Master Mix: 12,5ul
30 seg. a 57°C
= H20: perfazer volume final
Extensio Volume final: 25ul
45 seg. a 72°C oK
Desnaruragio | DNA:200m8
30 oo 9;{, o Primer F: 10pmol 12/12 — 299pb
SLC6A4 5-HTTVNTR | 5- GTCAGTATCACAGGCTGCGAG - 3’ Em f;'elhamen to Primer R:10pmol 12/10 — 299+265pb
5'- TGTTCCTAGTCTTACGCCAG - 3 p o Master Mix: 25ul 10/10 — 256pb
30 seg. a 57°C
= H»0: perfazer volume final
Extensio Volume final: 50ul
45 seg. a 72°C VR
40 ciclos: i DNA: 200ng
Desnaturacio .
o Primer F: 10pmol
, 30 seg. a 94°C .
SHT2A T102C 5-GTCAGTATCACAGGCTGCGAG-3’ E Ih " Primer R:10pmol 344pb
(rs6313) 5°- TGTTCCTAGTCTTACGCCAG-3’ mparethamento |,/ cor Mix:12,5ul p
30 seg. a 50°C . ?
= H20: perfazer volume final
Extensio Volume final: 25 pl
45 seg. a 72°C ok

A confirmacao dos resultados da amplificagdo dos fragmentos foi efetuada por eletroforese em

gel de agarose (Lonza SeaKem LE Agarose) com concentragdo adequada ao tamanho dos fragmentos
amplificados (3% para o polimorfismo do gene SLC6A4 e 2% para os polimorfismos dos genes ADRB2
e SHT2A) em 50 ml de TBE 1x concentrado (Anexo II) com 3ul de corante (Midori Green Advanced
DNA Stain®).
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A eletroforese foi realizada durante 120 min a 90V para o polimorfismo do gene SLC6A4 e
35min a 85V para os polimorfismos dos genes ADBR2 e SHT2A numa tina de eletroforese (kuroGEL
Mini 13, VWR®). Os resultados foram observados num transiluminador de ultravioleta (GenoSmart
VWR®).

3.2.4 Genotipagem do DNA

Um dos polimorfismos estudados ¢ do tipo VNTR (Variable Number Repeat), sendo apenas
necessario recorrer ao método de amplificagdo (PCR). Os restantes polimorfismos sdo polimorfismos
pontuais (SNP), pelo que a genotipagem ¢ efetuada recorrendo a técnica PCR seguida de RFLP
(Restriction Frangment Length Polymorphism), a qual consiste numa restricdo enzimatica que permite
discriminar os alelos através da eletroforese em gel de agarose (Lonza SeaKem LE Agarose) 2% ou 3%
concentrado num volume de 50ml de TBE 1x concentrado (anexo II) com 3l de corante (Midori Green
Advanced DNA Stain). A restrigdo € efetuada no termociclador (Applied Biosystems, Gene Amp® PCR
System 2700), nas condigdes descritas na Tabela 3.2, sendo que a eletroforese em gel de agarose ¢
efetuada a 85V para o polimorfismo do gene ADBR2 e a 120V para o polimorfismo do gene 5-HT2A,
ambos durante 85 min. Apds o método de PCR, a visualizagdo dos produtos de restricdo foi efetuada
num transiluminador de ultravioleta (GenoSmart VWR™).

Tabela 3.2 - Condigdes de restricdo, componentes € genotipo possivel para cada polimorfismo em estudo

. Condicdes " ;
Gene Polimorfismo da Restrigio Componentes Genétipo possivel
Produto de PCR: 8,5ul
. o Enzima: Speedy Ncol (1ul) AA -308pb
ADBR2 (ﬁ%lé?g) ég Eﬁ Z zzg Tampéo: 10X NZYSpeedyBuffer Orange (2ul) | AG —308+291+17pb
H:0: a perfazer para o volume final GG -291+17pb

Volume final: 20pul

Produto de PCR: 10ul
T102C 1ha37°C Enzima: Thermo Scientific MspI (Hpall) (1ul) TT - 344pb

5-HT2A . o Tampio: 10X Buffer Tango (2ul) CT - 344+217+127pb
(rs6313) 20 mina 65°C H:0: a perfazer para o volume final CC -217+127pb
Volume final: 25ul

3.3Analise Estatistica

Ap0s a obtengdo dos dados obtidos decorrentes do trabalho laboratorial e para poder relaciona-
los com os dados clinicos fornecidos, recorreu-se a um tratamento estatistico.

Para a analise estatistica foi construida uma base de dados no Microsoft® Excel que depois foi
transferida para a plataforma IBM® SPSS® versio 25 (Fig.3.1), onde se efetuou a analise estatistica.

Para aferir sobre a distribuigdo normal da variavel continua idade, realizou-se o teste ndo-
paramétrico Kolmogorov-Smirnov.

Para verificar se as populagdes se encontravam em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), para
cada polimorfismo analisou-se a distribui¢ao das frequéncias genotipicas observadas e esperadas através
do teste do Qui-quadrado (y2) de Pearson.
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Para verificar a existéncia de diferencgas significativas nas distribui¢des das frequéncias alélicas
ou genotipicas entre a populacdo patologica e a populagdo controlo, recorreu-se ao teste do Qui-
quadrado (¥2) de Pearson. Considerou-se a existéncia de diferencas significativas para p < 0.05.

Recorreu-se também ao calculo de Odds Ratio (OR), para determinar o risco de ter os genotipos
ou os alelos. O intervalo de confianga estabelecido foi de 95% (p < 0,05) '*°.

Foi também realizada uma analise epistatica, a fim de aferir a interagdo entre genes que nao
fazem parte do mesmo locus.

Para isso, foi testada a associagdo entre genes, combinando-se varios genoétipos e testada a
existéncia de diferengas significativas nas distribuigoes dos genotipos combinados entre as populagdes
patologica e controlo. Também aqui se recorreu ao teste de Qui-quadrado (y2) de Pearson e a analise de
Odds Ratio.

& SPSS Statisti 2 100% @ qui1742 Q=
Arquivo  Editar  Visualizar Dados Transformar Inserir Formatar Analisar Gréficos Utilitirios Extensdes Janela Ajuda
T @ Tiwlo = A0 OGS0 Towr ]
@ Observacoes N Porcentagem N Porcentagem N Porcentagem
L Estatisticas Beta2_od * Grupo_qui 273 21,6% 993 78,4% 1266 100,0%
(@ Grupo_cod
@ L
o9 ° Tabulagdes cruzadas: estatisticas
& {8 Frequéncias Linha(s):
b Titulo = . | e .
ey 5 @a Identificacao = & Beta2_od ~/Qui-quadrado [l Correlagdes
@ Observacses
& {8 Tabela de Freq | da Amostra - N
@ Tiulo 4 Beta2 Coeficiente de contingéncia Gama
([ Beta2_ od | & VNTR Coluna(s): V de Cramer e Fi d de Somers
gVNTR,od Ja Recetor_2A & Grupo_qui  [] Lambda I Tau-b de Kendall
Recetor_2A — .
B og A & 1dade Coeficiente de incerteza Tau-c de Kendall
& {8 Frequéncias & Gravidezes
T8 Tiulo & Filhos ——_| ~Nominais por intervalo Kappa
@ Observagoes %N_Ieiomiomas e et [ Eta ¥ Risco
(g Estatisticas Local_leiomiomas
& {8 Tabela de Freq | ¢ Utero_pre McNemar
B Tio & Utero_pos  Estatisticas de Cochran e Mantel-Haenszel
g Beta2_od | & Leiom_pre
VNTR.od | & | eiom_pos
(& Recetor_2A &G .‘p .
B & G s ! jiy — Ganci
Uah — .
& {8 Tabulagdes cruzada ] de
T @ Tiulo - "—
@ Observagoes Exibir gréficos de barras agrupadas
+Li@ Resumo de pro Suprimir tabelas
(@ Tabulacdo cruz
(@ Estimativa de R Ajuda Reconfigurar Colar Cancelar
@ Log i
& (& Tabulagoes cruzadas "&ﬁ.’.‘;‘.’: Grupo_qui 1,764 1,481 2,101
+(() Titulo -
(& Observacoes Para grupo Grupo_qui 1262 123 558
({3 Resumo de proce: ESIDOETRES)
t Tabulagdo cruzad N de Casos Validos 273
@E de Ri 3
stimativa de Riscix ~
S L I

O processador do IBM SPSS Statistics esta pronto

Figura 3.1 - IBM® SPSS. Software utilizado na analise estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacio das populacoes em estudo

Para uma melhor compreensao da amostra em estudo, procedeu-se a uma analise de estatistica
descritiva da variavel idade. Esta analise foi feita tanto para as populagdes com patologia como para a
populagdo controlo. Apenas o grupo patoléogico com carcinoma do colo do tutero apresentou uma
distribui¢ao normal da idade (p = 0,077).

4.1.1 Populacio de mulheres com leiomiomas
Na populagdo de mulheres com leiomiomas, estudou-se uma amostra populacional constituida

por 136 mulheres, que realizaram a embolizagdo das artérias uterinas. Esta populagdo de mulheres, com
idades compreendidas entre os 24 ¢ os 73 anos, tem uma mediana de 40 anos.

4.1.2 Populacio de mulheres com carcinoma do colo do titero
Na populagdo de mulheres com carcinoma do colo do ttero, estudou-se uma amostra

populacional constituida por 135 mulheres com carcinoma do colo do utero. Esta populacdao de
mulheres, com idades compreendidas entre os 19 e os 77 anos, tem uma mediana de 42 anos.

4.1.3 Populacio de grupo controlo
Relativamente a caracterizacdo da populagao controlo, constituida por 777 mulheres que nao

apresentavam qualquer uma das patologias em estudo, as idades sdo compreendidas entre os 19 e 89
anos, com uma mediana de 56 anos.
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4.2 Analise do polimorfismo S-HTTVNTR do gene do transportador da serotonina

4.2.1 Populacio de mulheres com leiomiomas

Para este polimorfismo do gene SLC6A4, obtivemos com sucesso, 0 genotipo de 115 mulheres
com patologia e de 496 mulheres da populagdo controlo.

Na identificacdo deste polimorfismo, encontramos trés genotipos possiveis na populagido
controlo: 12/12 homozigoético sem mutagdo, caracterizado por uma banda com 299pb; 12/10
heterozigotico caracterizado por duas bandas com 299 e 265pb e 10/10 homozigdtico com mutagdo,
caracterizado por 265pb.

Para averiguar se a populagao controlo se encontrava em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
procedeu-se a uma analise do x2 de Pearson entre valores esperados e observados. A populagdo controlo
nao se encontra em equilibrio de HWE (32 = 4,142; p = 0,041).

De seguida foi feita a distribuigdo das frequéncias genotipicas da populacdo de mulheres com
leiomiomas e da populagdo controlo (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas do polimorfismo SHTTVNTR na populagdo de mulheres com leiomiomas
¢ populagdo controlo

Genotipos Leilt\)ln(l(i)z I)nas Clo\;l(t(;f)l 0 Valor de p*
12/12 54 (47,0%) 220 (44,4%)
12/10 47 (40,9%) 205 (41,3%) 0,797
10/10 14 (12,2%) 71 (14,3%)

*Qui-quadrado de Pearson.

Verificou-se que nao existem diferencas estatisticamente significativas na distribuicao entre as
duas populagdes (¥2 = 0,453; p =0,797).

De seguida calculou-se o fator de risco (Odds Ratio), associado a presenga de cada gendtipo
(um gendtipo versus os outros dois), a fim de medir a forca de associacdo de cada gendtipo com a
doenga. Verificou-se ndo existirem valores de risco associados a nenhum dos genotipos.

De seguida, procedeu-se a analise das frequéncias alélicas, estando descritas na seguinte tabela.

Tabela 4.2 - Distribuic@o das frequéncias alélicas do polimorfismo SHTTVNTR na populagdo de mulheres com leiomiomas e
populacdo controlo

Leiomiomas Controlo «
Alelos N (%) N (%) Valor de p
12 155 (67,4%) 645 (65%)
0,495
10 75 (32,6%) 347 (35%)

*Qui-quadrado de Pearson.
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Verificou-se que ndo existem diferencas significativas na distribui¢do alélica entre as duas
populagoes (y2 = 0,464; p = 0,495).

De seguida calculou-se o fator de risco (Odds Ratio) associado a presenga de cada alelo
(homozigoticos e heterozigdticos) verificando-se ndo existirem valores de risco associados a nenhum
dos alelos.

4.2.2 Populacio de mulheres com carcinoma do colo do titero

Para este polimorfismo do gene SLC6A4, obtivemos com sucesso, o genodtipo de 39 mulheres
com patologia e de 496 mulheres da populagdo controlo.

Na identificacdo deste polimorfismo, encontramos trés genotipos possiveis na populagido
controlo: 12/12 homozigoético sem mutagdo, caracterizado por uma banda com 299pb; 12/10
heterozigotico caracterizado por duas bandas com 299 e 265pb; 10/10 homozigético com mutagao,
caracterizado por 265pb.

Para averiguar se a populagao controlo se encontrava em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
procedeu-se a uma analise do 2 de Pearson entre valores esperados e observados. A populagao controlo,
ndo se encontra em equilibrio de HWE (32 = 4,142; p = 0,041).

De seguida foi feita a distribuigdo das frequéncias genotipicas da populacdo de mulheres com
carcinoma do colo do ttero e da populacio controlo (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas do polimorfismo SHTTVNTR na populagdo de mulheres com carcinoma
do colo do utero e populagdo controlo

Carcinoma do Controlo

Genotipos col(;\I dg)/?)tero N (%) Valor de p*
12/12 10 (25,6%) 220 (44,4%)
12/10 27 (69,2%) 205 (41,3%) 0,003
10/10 2 (5,1%) 71 (14,3%)

*Qui-quadrado de Pearson.

Verificou-se que existem diferencas estatisticamente significativas na distribuigao entre as duas
populagoes (2= 11,672; p = 0,003).

De seguida, calculou-se o fator de risco (Odds Ratio) associado a presenga de cada gendtipo
(um gendtipo versus os outros dois), a fim de medir a forca de associacdo de cada gendtipo com a
doenga. Verificou-se que o genotipo 12/12 teve um fator protetor associado (OR = 0,433, IC (95%) =
[0,2063 — 0,9070], p = 0,027; e o genotipo 12/10 por sua vez, teve um efeito de risco associado (OR =
3,194), IC (95%) =[1,5811 — 6,4517]; p <0,001).

De seguida, procedeu-se a analise das frequéncias alélicas, estando descritas na seguinte tabela.
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Tabela 4.4 - Distribui¢go das frequéncias alélicas do polimorfismo SHTTVNTR na populagdo de mulheres com carcinoma do
colo do ttero e populagao controlo

Carcinoma do Controlo

Alelos colo do ttero o Valor de p*
N (%) N (%)
12 47 (60,3%) 645 (65%)
0,396
10 31(39,7%) 347 (35%)

*Qui-quadrado de Pearson.

Verificou-se que ndo existem diferencas estatisticamente significativas na distribuicao alélica
entre as duas populagdes (32 = 0,718; p = 0,396).

De seguida calculou-se o fator de risco (Odds Ratio) associado a presenga de cada alelo
(homozigoticos e heterozigodticos) verificando-se ndo existirem valores de risco associados a nenhum
dos alelos.

4.3 Analise do polimorfismo T102C do gene do recetor 2A da serotonina

4.3.1 Populacio de mulheres com leiomiomas

Para este polimorfismo do gene HTR2A, obtivemos com sucesso, o genotipo de 124 mulheres com
patologia e 201 de mulheres da populacdo controlo.

Na identificagdo deste polimorfismo, encontramos os trés genotipos possiveis em ambas as
populagdes: TT homozigoético sem mutacdo, caracterizado por uma banda de 344pb; CT heterozigético
caracterizado por trés bandas com 344, 217 e 127pb e CC homozigoético com mutagao, caracterizado
por duas bandas com 217 e 127pb.

Para averiguar se a populagao controlo se encontrava em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
procedeu-se a uma analise do x2 de Pearson entre valores esperados e observados. A populagdo controlo
ndo se encontra em equilibrio de HWE (32 = 6,186; p = 0,012).

De seguida foi feita a distribui¢do das frequéncias genotipicas da populacdo de mulheres com
leiomiomas e da populacdo controlo, bem como os Odds Ratio (Tabela 4.5).

Tabela 4.5 - Distribuicdo genotipica do polimorfismo T102C na populacdo de mulheres com leiomiomas e populagdo controlo

Leiomiomas Controlo

Genotipos N (%) N (%) Valor de p*
TT 28 (22,6%) 56 (27,9%)
CT 73 (58,9%) 116 (57,7%) 0,436
CC 23 (18,5%) 29 (14,4%)

*Qui-quadrado de Pearson.
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Verificou-se que nao existem diferengas significativas na sua distribuicdo entre as duas
populagoes (y2= 1,659; p = 0,436).

De seguida calculou-se o fator de risco (Odds Ratio), associado a presenga de cada gendtipo
(um gendtipo versus os outros dois), a fim de medir a forca de associacdo de cada gendtipo com a

doenga. Verificou-se ndo existirem valores de risco associados a nenhum dos genotipos.

De seguida, procedeu-se a analise das frequéncias alélicas, estando descritas na seguinte tabela.

Tabela 4.6 - Distribui¢do das frequéncias alélicas do polimorfismo T102C na populagdo de mulheres com leiomiomas e
populacado controlo

Leiomiomas Controlo .
Alelos N (%) N (%) Valor de p
T 129 (52%) 228 (56,7%)
0,242
C 119 (48%) 174 (43,3%)

*Qui-quadrado de Pearson.

Verificou-se que nao existem diferencas significativas na distribui¢do alélica entre as duas
populagoes (2 = 1,369; p = 0,242)

De seguida calculou-se o fator de risco (Odds Ratio) associado a presenga de cada alelo
(homozigoticos e heterozigodticos) verificando-se ndo existirem valores de risco associados a nenhum
dos alelos.

4.3.2 Populacio de mulheres com carcinoma do colo do utero

Para este polimorfismo do gene HTR2A, obtivemos com sucesso, o genotipo de 41 mulheres com
patologia e de 201 mulheres da populacao controlo.

Na identificagdo deste polimorfismo, encontramos os trés genotipos possiveis em ambas as
populacdes: TT homozigotico sem mutagdo, caracterizado por uma banda de 344pb; CT heterozigotico
caracterizado por trés bandas com 344, 217 e 127pb e CC homozigoético com mutagdo, caracterizado
por duas bandas com 217 e 127pb.

Para averiguar se a populagao controlo se encontrava em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
procedeu-se a uma analise do x2 de Pearson entre valores esperados e observados. A populagdo controlo

ndo se encontra em equilibrio de HWE (32 = 6,186; p = 0,012).

De seguida foram comparadas as distribuigdes das frequéncias genotipicas da populacdo de
mulheres com carcinoma do colo do ttero e da populacdo controlo (Tabela 4.7).
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Tabela 4.7 - Distribuicdo genotipica do polimorfismo T102C na popula¢do de mulheres com carcinoma do colo do ttero e
populacado controlo

Carcinoma do

Genotipos colo do ttero Clo\;l(t(;f)l ° Valor de p*
N (%)
TT 7 (17,1%) 56 (27,9%)
CT 29 (70,7%) 116 (57,7%) 0,272
CC 5(12,2%) 29 (14,4%)

*Qui-quadrado de Pearson.

Verificou-se que ndo existem diferengas significativas na distribui¢do entre as duas populacdes
(x2=2,607, p = 0,272).

De seguida calculou-se o fator de risco (Odds Ratio), associado a presenga de cada gendtipo
(um gendtipo versus os outros dois), a fim de medir a forca de associacdo de cada gendtipo com a

doenga. Verificou-se ndo existirem valores de risco associados a nenhum dos genotipos.

De seguida, procedeu-se a analise das frequéncias alélicas, estando descritas na seguinte tabela.

Tabela 4.8 - Distribuigdo das frequéncias alélicas do polimorfismo T102C na populagdo de mulheres com carcinoma do colo
do tutero e populagdo controlo

Carcinoma do

Alelos colo do itero Cf\}n(t(;o)l ° Valor de p*
N (%) °
T 43 (52,4%) 228 (56,7%)
0,477
C 39 (47,6%) 174 (43,3%)

*Qui-quadrado de Pearson.

Verificou-se que nao existem diferencas significativas na distribuigdo alélica entre as duas
populagoes (y2 = 0,506; p = 0,477).

De seguida calculou-se o fator de risco (Odds Ratio) associado a presenga de cada alelo

(homozigoticos e heterozigodticos) verificando-se ndo existirem valores de risco associados a nenhum
dos alelos.
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4.4 Analise do polimorfismo Argl6Gly do gene do recetor B;-adrenérgico

4.4.1 Populacio de mulheres com leiomiomas

Para este polimorfismo do gene ADRB2, obtivemos com sucesso, o genotipo de 91 mulheres
com patologia e de 151 mulheres da populagao controlo.

Na identificagdo deste polimorfismo, encontramos os trés genotipos possiveis em ambas as
populacdes: GG homozigotico sem mutagao, caracterizado por uma banda de 291pb; AG heterozigotico
caracterizado por duas bandas com 308 e 291pb e AA homozigoético com mutagdo, caracterizado por
uma banda com 308pb.

Para averiguar se a populagao controlo se encontrava em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
procedeu-se a uma analise do x2 de Pearson entre valores esperados e observados. A populagdo controlo
encontra-se em equilibrio de HWE (2 = 0,006; p = 0,936).

De seguida foi feita a distribuicdo das frequéncias genotipica da populacdo de mulheres com
leiomiomas e da populagdo controlo, bem como os Odds Ratios (Tabela 4.9).

Tabela 4.9 - Distribui¢do genotipica do polimorfismo Argl6Gly na populagdo de mulheres com leiomiomas e populacdo
controlo

Leiomiomas Controlo

- %
Genétipos N (%) N (%) Valor de p
AA 39 (42,9%) 37 (24,5%)
AG 48 (52,7%) 75 (49,7%) <0,001
GG 4 (4,4%) 39 (25,8%)

*Qui-quadrado de Pearson.

Verificou-se que existem diferengas significativas na sua distribuicao entre as duas populacdes
(x2 =20,875; p <0,001).

De seguida calculou-se o fator de risco (Odds Ratio), associado a presenga de cada gendtipo
(um gendtipo versus os outros dois), a fim de medir a forca de associacdo de cada gendtipo com a
doenga. Verificou-se que o gendtipo AA teve um efeito de risco associado (OR =2,311), IC (95%) =
[1,324—4,032]; p=0,003; e o gendtipo GG por sua vez, teve um efeito protetor associado (OR =0,132),
IC (95%) =[0,045 — 0,383]; p <0,001.

De seguida, procedeu-se a analise das frequéncias alélicas, estando descritas na seguinte tabela.
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Tabela 4.10 - Distribuigdo das frequéncias alélicas do polimorfismo Argl6Gly na populagdo de mulheres com leiomiomas e
populacado controlo

Leiomiomas Controlo

*
Alelos N (%) N (%) Valor de p
Arg 126 (69,2%) 149 (49,3%)
<0,001
Gly 56 (30,8%) 153 (50,7%)

*Qui-quadrado de Pearson.

Verificou-se que existem diferencas significativas na distribuigdo alélica entre as duas
populagoes (2 = 18,317; p <0,001).

De seguida calculou-se o fator de risco (Odds Ratio) associado a presenga de cada alelo
(homozigoticos e heterozigoticos), a fim de se medir a forga de associacdo de cada alelo com a doenca.
Verificou-se que o alelo Arg teve um efeito de risco associado (OR = 2,310), IC (95%) = [1,568 —
3,403]; p <0,001; e o alelo Gly por sua vez, teve um efeito protetor associado (OR = 0,433), IC (95%)
=[0,293 - 0,637]; p <0,001.

4.4.2 Populacio de mulheres com carcinoma do colo do tutero

Para este polimorfismo do gene ADRB2, obtivemos com sucesso, o genotipo de 31 mulheres
com patologia e de 151 mulheres da populagao controlo.

Na identificagdo deste polimorfismo, encontramos os trés genotipos possiveis em ambas as
populacdes: GG homozigotico sem mutagao, caracterizado por uma banda de 291pb; AG heterozigotico
caracterizado por duas bandas com 308 e 291pb ¢ AA homozigdtico com mutagdo, caracterizado por
uma banda com 308pb.

Para averiguar se a populagao controlo se encontrava em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
procedeu-se a uma analise do x2 de Pearson entre valores esperados e observados. A populagdo controlo
encontra-se em equilibrio de HWE (2 = 0,006; p = 0,936).

De seguida foi feita a distribuicdo das frequéncias genotipica da populacdo de mulheres com
carcinoma do colo do ttero e da populacao controlo, bem como os Odds Ratios (Tabela 4.11).

Tabela 4.11 - Distribuigdo genotipica do polimorfismo Argl6Gly na populacdo de mulheres com carcinoma do colo do ttero
¢ populagdo controlo

Carcinoma do

Genotipos colo do titero Clo\;l(t(;:)l ° Valor de p*
N (%)
AA 19 (61,3%) 37 (24,5%)
AG 10 (32,3%) 75 (49,7%) <0,001
GG 2 (6,5%) 39 (25,8%)

*Qui-quadrado de Pearson.
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Verificou-se que existem diferencgas significativas na sua distribuicdo entre as duas populagoes
(2= 17,268; p <0,001).

De seguida calculou-se o fator de risco (Odds Ratio), associado a presenga de cada gendtipo
(um gendtipo versus os outros dois), a fim de medir a forca de associacdo de cada gendtipo com a
doenca. Verificou-se que o gendtipo AA teve um fator de risco associado (OR = 4,878), IC (95%) =
[2,165 — 10,991], p < 0,001; e o gendtipo GG por sua vez, teve um efeito protetor associado (OR =
0,198), IC (95%) = [0,045 — 0,868], p = 0,032.

De seguida, procedeu-se a analise das frequéncias alélicas, estando descritas na seguinte tabela.

Tabela 4.12 - Distribuigdo das frequéncias alélicas do polimorfismo Argl6Gly na populagdo de mulheres com carcinoma do
colo do ttero e populagao controlo

Carcinoma do

Alelos colo do ttero Clo\ln(t(;o)l ° Valor de p*
N (%) ’
Arg 48 (77,4%) 149 (49,3%)
<0,001
Gly 14 (22,6%) 153 (50,7%)

*Qui-quadrado de Pearson.

Verificou-se que existem diferengas significativas na distribuicdo alélica entre as duas
populagoes (2 = 16,3366; p <0,001).

De seguida calculou-se o fator de risco (Odds Ratio) associado a presenga de cada alelo
(homozigoticos e heterozigoticos), a fim de se medir a forga de associag@o de cada alelo com a doenga.
Verificou-se que o alelo Arg teve um fator de risco associado (OR = 3,521), IC (95%) =[1,862 — 6,654],
p <0,001; e o alelo Gly por sua vez, teve um fator protetor associado (OR = 0,284), IC (95%) =[0,150
—-0,536], p <0,001.
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4.5 Analise de relacdes epistaticas

Para cada patologia foram realizados estudos de associagdo com todas as combinac¢des possiveis
de genotipos entre dois genes. Os genes no estudo foram: SLC6A4, HTR2A ¢ ADBR2.

Em todas as analises realizadas, os genotipos foram analisados separadamente ou agrupados
(homozigoticos mais heterozigdticos) de modo a testar o efeito da presenca/auséncia de um alelo.
Quando se obteve uma associagao significativa, testou-se o risco, através do Odds Ratio (OR). S6 serdo
apresentados os resultados estatisticamente significativos (p < 0,05).

Os diferentes genotipos dos genes SLC6A4, HTR2A ¢ ADBR2 encontram-se descritos na
seguinte tabela.

Tabela 4.13 - Genétipos em estudo nas relagdes epistaticas

SLC6A4 HTR2A ADBR2
12/12 TT AA
12/10 CT AG
10/10 cC GG

4.5.1 Analise das relacdes epistaticas nos leiomiomas
Das combinagdes realizadas com os trés genes, foram obtidos alguns resultados significativos.
Entre eles, esta a associacdo entre os genotipos AA — 12/12 dos genes ADBR2 ¢ SLC6A4

respetivamente, verificando-se uma associagao entre os leiomiomas e a presenca conjunta destes dois
gendtipos (Tabela 4.14).

Tabela 4.14 - Associagdo epistatica entre a combinagao genotipica AA -12/12 dos genes ADBR2 e SLC6A4 e leiomiomas

. Controlo Leiomiomas "
Combinagoes N (%) N (%) Valor de p
AA-10/12 | AA-10/10
GG - 12/12| GG - 12/10 127 (92,7%) 70 (83,3%)
GG - 10/10| AG - 12/12 0,030
AG-12/10 | AG - 12/12
AA -12/12 10 (7,3%) 14 (16,7%)

*Qui-quadrado de Pearson

Através do teste de Odds Ratio (2,540) conseguimos verificar que a presenca da combinacgao
genotipica AA — 12/12 confere um risco duas vezes superior (OR = 2,540; IC (95%) =[1,072 — 6,017]).

De seguida obtivemos um segundo resultado significativo nos leiomiomas, com a combinac¢ao
dos genotipos GG — 12/12, dos genes ADBR2 e SLC6A4 respetivamente (Tabela 4.15).
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Tabela 4.15 - Associagdo epistatica entre a combinagao genotipica GG - 12/12 dos genes ARB2 e SLC6A4 e leiomiomas

L Controlo Leiomiomas "
Combinagoes N (%) N (%) Valor de p

AA - 12/12| AA - 12/10
AA - 10/10 | GG - 12/10 123 (89,8%) 82 (97,6%)
GG - 10/10 | AG — 12/12

0,029
AG-12/10| AG-10/10

GG -12/12 14 (10,2%) 2 (2,4%)
*Qui-quadrado de Pearson

Através do teste de Odds Ratio (0,214) conseguimos verificar que a presenca da combinagao
genotipica GG — 12/12 confere protecao (OR = 0,214; IC (95%) = [0,047 — 0,968]).

De seguida procedeu-se a analise dos genotipos dos genes ADBR2A e HTR2A. E obteve-se
resultados significativos, entre eles a combinagao dos genodtipos AA — TT (Tabela 4.16).

Tabela 4.16 — Associagdo epistatica entre a combinagdo genotipica AA — TT dos genes ADBR2 e HTR2A e leiomiomas

. Controlo Leiomiomas "
Combinagdes N (%) N (%) Valor de p
AA-CT|AA-CC
GG-TT|GG-CT 104 (97,2%) 79 (86,8%)
GG-CC|AG-TT 0,006
AG-CT|AG-CC
AA-TT 3 (2,8%) 12 (13,2%)

*Qui-quadrado de Pearson

Através do teste de Odds Ratio (5,266) conseguimos verificar que a presenca da combinacgao
genotipica AA — TT confere um risco cinco vezes superior (OR = 5,266; IC (95%) =[1,437 — 19,293)).

De seguida, obtivemos um segundo resultado significativo na combinagdo dos genotipos GG —
TT dos genes ADBR2 e HTR2A (Tabela 4.17).

Tabela 4.17 - Associagdo epistatica entre a combinagao genotipica GG - TT dos genes ADBR2 e HTR2A e leiomiomas

L Controlo Leiomiomas %
Combinagdes N (%) N (%) Valor de p
AA-TT|AA-CT
AA-CC|GG-CT 97 (90,7%) 90 (98,9%)
GG-CC|AG-TT 0,012
AG-CT|AG-CC
GG-TT 10 (9.3%) 1 (1,1%)

*Qui-quadrado de Pearson
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Através do teste de Odds Ratio (0,108) conseguimos verificar que a presenca da combinacgao
genotipica GG — TT confere protecdo (OR =0,108; IC (95%) =[0,014 — 0,859]).

Obtivemos ainda um terceiro resultado significativo na combinagao dos genotipos GG — CT dos
genes ADBR2 e HTR2A (Tabela 4.18).

Tabela 4.18 - Associagdo epistatica entre a combinagao genotipica GG - CT dos genes ADBR2 e HTR2A e leiomiomas

- Controlo Leiomiomas *
Combinagoes N (%) N (%) Valor de p
AA-TT|AA-CT
AA-CC|GG-TT 91 (85,0%) 88 (96,7%)
GG-CC|AG-TT 0,006
AG-CT|AG-CC
GG-CT 16 (15,0%) 3(3,3%)

*Qui-quadrado de Pearson

Através do teste de Odds Ratio (0,194) conseguimos verificar que a presenca da combinacgao
genotipica GG — CT confere protecao (OR = 0,194; IC (95%) =[0,055 — 0,689]).

De seguida procedeu-se ao estudo das relagdes epistaticas no carcinoma do colo do utero.

4.5.2 Analise das relacdes epistaticas no carcinoma do colo do ttero

Para a analise das relagdes epistaticas no carcinoma do colo do utero, combinaram-se os
diferentes genotipos dos genes SLC6A4, HTR2A e ADBR?2, descritos na Tabela 4.7.

De inicio realizou-se a analise dos genotipos dos genes ADBR2A e SLC6A4. E obteve-se
resultados significativos, entre eles na combinacgdo dos genotipos AA — 12/10 (Tabela 4.19).

Tabela 4.19 - Associagdo epistatica entre a combinagdo genotipica AA - 12/10 dos genes ADRB2 e SLC6A4 e carcinoma do
colo do utero

Carcinoma do

Combinagdes CI(\)In(t(f/o )lo colo do tutero Valor de p*
: N (%)
AA - 12/12 | AA-10/10
GG - 12/12| GG - 12/10 124 (90,5%) 14 (73,7%)
GG - 10/10| AG-12/12 0,031
AG-12/10 | AG - 10/10
AA -12/10 13 (72,2%) 5(27,8%)

*Qui-quadrado de Pearson

Através do teste de Odds Ratio (3,407) conseguimos verificar que a presenca da combinagao
genotipica AA — 12/10 confere um risco trés vezes superior (OR = 3,407; IC (95%) =[1,057 — 10,977)).
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De seguida procedeu-se a analise dos genoétipos dos genes ADBR2A ¢ HTR2A, e obtivemos
um resultado significativo na combinacdo dos gendtipos AA — CT dos genes ADBR2 e HTR2A,
respetivamente (Tabela 4.20).

Tabela 4.20 - Associagdo epistatica entre a combinacdo genotipica AA - CT dos genes ADRB2 e HTR2A e carcinoma do colo
do utero

Carcinoma do

Combinagdes CI(\)IH(%/O )1 ° colo do utero Valor de p*
o N (%)
AA-TT|AA-CC
GG-TT |GG -CT 87 (81,3%) 5 (45,5%)
GG-CC|AG-TT 0,006
AG-CT|AG-CC
AA-CT 20 (18,7%) 6 (54,5%)

*Qui-quadrado de Pearson

Através do teste de Odds Ratio (5,220) conseguimos verificar que a presenca da combinagao
genotipica AA — CT confere um risco cinco vezes superior (OR = 5,220; (IC (95%) =[1,448 — 18,821]).

De seguida, obtivemos um segundo resultado significativo na combinagdo dos genotipos AA —
CC dos genes ADBR2 e HTR2A, respetivamente (Tabela 4.21).

Tabela 4.21 - Associagdo epistatica entre a combinagdo genotipica AA - CC dos genes ADRB2 e HTR2A e carcinoma do colo
do ttero

Carcinoma do

Combinagdes CI(\)In(t(f/o )1 ° colo do tutero Valor de p*
o N (%)
AA-TT|AA-CT
GG-TT|GG-CT 104 (97,2%) 9 (81,8%)
GG-CC|AG-TT 0,016
AG-CT|AG-CC
AA-CC 3(2,8%) 2 (18,2%)

*Qui-quadrado de Pearson

Através do teste de Odds Ratio (7,704) conseguimos verificar que a presenca da combinagao
genotipica AA — CC confere um risco sete vezes superior (OR = 7,704; (IC (95%) =[1,136 — 52,254]).

De seguida procedeu-se a analise dos genoétipos dos genes SLC6A4 ¢ HTR2A e obtivemos um
resultado significativo na combinagdo dos genotipos 10/10 — CC (Tabela 4.22).
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Tabela 4.22 - Associagdo epistatica entre a combinacdo genotipica 10/10 - CC dos genes SLC6A4 e HTR2A e carcinoma do

colo do tutero

I Controlo HPV %
Combinagdes N (%) N (%) Valor de p
12/12-TT | 12/12-CT
12/12-CC| 10/12-TT 184 (97,4%) 6 (75,0%)
10/12-CT | 10/12 - CC 0,001
10/10-TT | AG-CT
10/10 - CC 5(2,6%) 2 (25,0%)

*Qui-quadrado de Pearson

Através do teste de Odds Ratio (12,267) conseguimos verificar que a presenca da combinagao
genotipica 10/10 — CC confere um risco doze vezes superior (OR = 12, 267; (IC (95%) =[1,967 —

76,495]).
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5. DISCUSSAO

5.2 Discussao da andlise dos polimorfismos na populacio de mulheres com leiomiomas e
carcinoma do colo do utero

Para a realizacdo deste estudo foram estudados dois tipos de tumores, benignos e malignos. Os
leiomiomas representam o tumor benigno mais comum entre as mulheres, sendo uma das patologias
mais frequentes no utero. A presenca de leiomiomas uterinos afeta negativamente a qualidade de vida
de uma mulher, bem como a sua fertilidade *. Devido a sua etiologia ainda desconhecida, sintomatologia
e risco de reincidéncia, os leiomiomas uterinos necessitam de mais investigacdes a fim de se
desenvolverem novas terapéuticas. A populagdo estudada de mulheres com leiomiomas, provém de
mulheres que se sujeitaram a técnica de embolizagdo dos leiomiomas uterinos, sendo assim possivel ter
uma abordagem genética dos polimorfismos no desenvolvimento de leiomiomas. Por sua vez, o
carcinoma do colo do utero, sendo um tumor maligno ¢ um dos mais comuns entre as mulheres,
representa um problema de saude publica consideravel. A sua complexidade de fatores e cofatores
envolvidos, fazem com que os estudos dos mecanismos genéticos se tornem cada vez mais importantes
no conhecimento desta patologia maligna.

Sédo varios os fatores denominados de carcinogénicos, capazes de influenciar o desenvolvimento
de tumores, tanto benignos como malignos. Estudos realizados nos tltimos anos, forneceram evidéncias
de ligacdes entre o stresse e o desenvolvimento de tumores, e estudos mais recentes identificaram vias
de sinalizagdo especificas em células cancerigenas que afetam a progressdo tumoral e consequentes
metastases, sendo que o sistema nervoso simpatico-suprarrenal quando ativado também t€m impacto
funcional no microambiente tumoral e as catecolaminas estimulam a migracdo e invasdo celular,
levando ao aumento do crescimento e progressio tumoral *. Neste sentido, o esclarecimento dessas vias
¢ essencial para o desenvolvimento de novas abordagens a fim de bloquear os efeitos da biologia do
stresse sobre o crescimento celular. Para isso, tentou-se avaliar a existéncia de associagdo entre
polimorfismos de genes que codificam proteinas envolvidas nos mecanismos de acdo de
neurotransmissores ¢ a existéncia de tumores benignos e malignos, nomeadamente leiomiomas e
carcinoma do colo do tutero.

Deste modo, foi assim levantada a hipotese de que variagdes na funcionalidade do recetor .-
adrenérgico conferidas pelo polimorfismo Argl6Gly, podem ter influéncia na progressdo de tumores
ginecologicos, tais como leiomiomas e carcinoma do colo do utero

No trabalho aqui apresentado, a média de idades da populagdo de mulheres com leiomiomas
situou-se nos 40 anos, o que corresponde ao reportado em varios estudos, sendo os leiomiomas mais
comuns em idade reprodutiva, em média aos 40 anos de vida de uma mulher ° ¥,

Os nossos resultados mostraram-se muito interessantes para o polimorfismo Argl6Gly, onde se
observaram diferengas estatisticamente significativas na distribuicdo genotipica entre a populagdo de
doentes com leiomiomas e a populacdo controlo (p < 0,001), o que revela associacdo entre os
polimorfismos do gene ADBR2 e os leiomiomas. Associado a essas diferencas, obteve-se o0 OR dos
gendtipos. Os resultados mostraram que as mulheres que apresentaram o genotipo homozigotico AA
tiveram um risco duas vezes superior de desenvolver leiomiomas (OR = 2,311; (IC (95%) = [1,324 —
4,032]; p=0,003), por sua vez, as mulheres que apresentaram o genotipo homozigoético GG tiveram um
efeito protetor para os leiomiomas (OR = 0,132; (IC (95%) = [0,045 — 0,384]; p < 0,001).
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Relativamente a distribuicao alélica do mesmo polimorfismo, também se observaram diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,001), em que o alelo Arg mostrou um risco duas vezes superior de
desenvolver leiomiomas (OR = 2,310; (IC (95%) = [1,569 — 3,403], p < 0,001) e o alelo Gly mostrou
ter efeito protetor para os leiomiomas (OR = 0,433; (IC (95%) =[0,294 — 0,638], p < 0,001). O intervalo
de confianga e o valor de p de ambos os resultados (genotipos e alelos), refor¢am estatisticamente esta
analise.

Para 0o mesmo polimorfismo Argl6Gly no carcinoma do colo do tutero, também detetimos
diferengas significativas na distribuicdo genotipica entre as populagdes (p < 0,001), o que revela
associacgdo entre o polimorfismo do gene ADBR2 e o carcinoma do colo do utero. Associado a essas
diferengas, obteve-se o OR dos gendtipos. Os resultados mostraram que as mulheres que apresentaram
o genotipo homozigoético AA tiveram um risco acrescido de quatro vezes de desenvolver carcinoma do
colo do utero (OR = 4,878), IC (95%) = [2,165 —10,99], p < 0,001) e as mulheres que apresentaram o
genotipo homozigético GG tiveram um efeito protetor associado (OR = 0,198), IC (95%) = [0,045 —
0,869], p = 0,032. Relativamente a distribui¢do alélica do mesmo polimorfismo, também se observaram
diferengas estatisticamente significativas (p <0,001), em que o alelo Arg mostrou ter um risco trés vezes
superior de desenvolver carcinoma do colo do utero (OR = 3,521), (IC (95%) = [1,863 — 6,655], p <
0,001) e o alelo Gly mostrou-se protetor para o carcinoma do colo do utero (OR = 0,284; (IC 95% =
[0,150 — 0,537], p < 0,001). O intervalo de confian¢a e o valor de p de ambos os resultados (genotipos
e alelos), reforcam estatisticamente esta analise.

No trabalho aqui apresentado, para este polimorfismo nas duas populagdes em estudo, os
resultados obtidos estdo de acordo com o descrito na literatura, confirmando-se assim a existéncia de
variagdes na funcionalidade do recetor f2-adrenérgico, conferidas pelo polimorfismo Argl6Gly e o seu
efeito na progressdo de tumores . Confirmou-se que intervengdes no sentido de inibir as vias de
sinalizagdo P2-adrenérgicas, reduzem a progressdo e desenvolvimento de tumores » ©* 7 2%, Tal facto é
explicado devido & molécula noradrenalina, que sendo um neurotransmissor, ativa adrenoceptores no
corpo, incluindo os recetores f2-adrenérgicos, que por sua vez sdo acoplados as proteinas G e iniciam
processos de sinalizagdo dentro das células que contém esses recetores ®, sendo que estas moléculas

induzem a migracao de células tumorais ''°

, as vias adrenérgicas ao serem bloqueadas sdo impedidas de
transmitir a passagem da mensagem para o interior das células e as suas respostas, ou seja, impedem o
recetor B2 de exercer a sua fun¢do. Dado isto, a variante com maior capacidade de down-regulation, ou
seja, menor densidade de recetores (menor capacidade de ligacdo as catecolaminas), protege contra a
progressao de tumores, sendo essa variante a Gly, que segundo estudos in vitro demonstraram que a
presenca deste alelo leva a um aumento na capacidade de down-regulation 7. Por consequente, a
presenca deste alelo condiciona as respostas fisiologicas ao stresse, com implica¢des colaterais no
desenvolvimento tumoral e vias necessarias a carcinogénese. Os resultados confirmam que de facto, o
alelo Arg ¢ um alelo de risco e o alelo Gly protetor para tumores, pois este Gltimo ndo esta a ter a sua
fun¢do devido ao impedimento da passagem de mensagem para o interior da célula e a sua resposta vai
afetar a sua correta fungdo, originando menos stresse € menos progressao dos tumores pela inibi¢ao das

vias de sinalizacio beta adrenérgicas > © %,

Através do estudo deste polimorfismo, comprovou-se que alelo Arg e Gly t€ém um efeito de
risco e protecdo respetivamente, em ambos os grupos patologicos estudados. Os resultados obtidos vao
de encontro ao esperado, confirmando o efeito destes alelos nas vias beta adrenérgicas e o seu
subsequente efeito no crescimento tumoral * ™ '* 12, Comprovou-se igualmente que o polimorfismo
Argl6Gly tém um papel relevante no desenvolvimento e progressdo de tumores benignos e malignos,
nomeadamente leiomiomas e carcinoma do colo do utero.
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Em relagdo ao polimorfismo SHTTVNR do gene SLC6A4, e a sua possivel associagdo com os
leiomiomas, como ja referido no capitulo 1.7.1.1, este é responsavel por variagdes na quantidade de
serotonina existente na fenda sinaptica, devido as alteragdes nas taxas de recaptacdo, sendo que a
serotonina tem influéncia na ativagio do sistema nervoso simpatico (SNS) podendo inibi-lo ™ '*!'. A
serotonina na fenda sinaptica regula as catecolaminas e ao inibir a sua producao ha inibi¢do da libertagao
das catecolaminas, por outro lado, quando hé uma diminui¢@o da serotonina, da-se o efeito contrario, o
SNS fica ativado e por consequente ha uma maior produgdo de catecolaminas, originando assim mais
catecolaminas ativas e causando um aumento do stresse ° 7* 7. Além do seu papel como
neurotransmissor, a serotonina demonstra também ter um papel regulador no sistema nervoso central
(SNC) "', 0 que por sua vez pode ter influéncia nos mecanismos de a¢io de neurotransmissores e a

existéncia de tumores .

Os nossos resultados mostraram-se pouco conclusivos para o polimorfismo SHTTVNR na
populagdo com leiomiomas, onde se observou nao existirem diferengas estatisticamente significativas
na distribuicdo genotipica (p = 0,797) e alélica (p = 0,495), mostrando ndo existir associagdo entre 0s
polimorfismos do gene SLC6A4 e a existéncia de leiomiomas. Ja para o mesmo polimorfismo
SHTTVNR na populagio com carcinoma do colo do tutero, foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas na distribuicdo genotipica (p = 0,003), o que revela associagdo entre o
polimorfismo 5S-HTTVNTR e o carcinoma do colo do ttero Associado a essas diferengas, obteve-se os
OR dos gendtipos, e neste sentido os resultados mostraram que as mulheres que apresentaram o genoétipo
12/10 tiveram um risco trés vezes superior de desenvolver carcinoma do colo do ttero (OR = 3,194; (IC
(95%) =[1,581 — 6,452], p <0,001) e as mulheres que tiveram o gendtipo homozigdtico 12/12 tiveram
um efeito protetor associado (OR = 0,433; (IC (95%) =[0,206 — 0,907]; p = 0,027).

Sendo o transportador da serotonina (5-HTT) a proteina responsavel por remover a serotonina
extracelular de volta ao neurénio sinaptico, segundo a literatura, esperava-se que a o alelo de 10
repeticdes tivesse um efeito protetor por permitir uma maior quantidade de serotonina na fenda sinaptica
e consequentemente um abrandamento no SNS, inibindo assim a libertagdo de catecolaminas e
originando menos stresse. Por sua vez, o alelo de 12 repetigdes esta associado a uma maior taxa de
recaptagdo de serotonina circulante, havendo uma menor disponibilidade de transportador de serotonina,
originando menos serotonina na fenda sinaptica e consequentemente aumentando a atividade do SNS,
provocando um aumento de catecolaminas ativas, causando assim mais stresse ¢ estimulando assim a
migragao e invasdo celular, levando ao crescimento e progressio tumoral ** %, Pela 16gica, o esperado
seria o genotipo 12/12 conferir risco por ter uma maior disponibilidade do 5-HTT, no entanto o resultado
apontou para o oposto, conferindo prote¢do. Através do estudo deste polimorfismo, os resultados obtidos
para o carcinoma no colo do utero confirmam a existéncia de resultados contraditorios obtidos em
estudos anteriormente realizados com este polimorfismo, sendo que ainda existe bastante divergéncia
quanto a este assunto.

Ainda sobre a serotonina, em 1995 descobriu-se que a interleucina-1p (IL-1B) ¢ um potente
regulador da expressio genética do S-HTT '*, e a sua producio é feita através do miométrio humano e
estd aumentada em mulheres que se encontram em fase reprodutiva, ou seja antes da entrada na
menopausa '**. Os valores de IL-1B nao foram avaliados neste estudo, assim em estudos futuros valeria
a pena ver se existem variacdes dos niveis de IL-1P e averiguar os seus efeitos sobre o 5-HTT, pois os
niveis de IL-1p em mulheres pré-menopausicas sao superiores, 0 que por si sO vai aumentar a expressao
do transportador da serotonina.
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Neste estudo também ndo tivemos controlo sobre a obesidade e ndo foram avaliados os indices
de massa corporal (IMC) dos varios grupos em estudo, por falta de parametros clinicos.

Os valores do IMC poderiam também explicar os resultados ndo serem os esperados, pois nao

controlamos pela obesidade e esta tem influéncia devido a leptina inibir a sintese de serotonina '** ',

Por fim, para o polimorfismo T102C, referido no capitulo 1.7.1.2, pretendemos analisar o papel
do recetor 2A da serotonina, para que tivéssemos uma relagdo em termos do metabolismo da mesma. O
alelo T tem sido associado a um maior nimero de recetores no SNC e individuos com o genotipo
homozigoético C t€m expressdes menores do gene, tendo sido sugerido que a variante C resulta numa
baixa atividade promotora afetando a transcricio do gene '°' ' resultando em individuos com a
mutacdo a apresentarem menos eXpressao e consequentemente mais stresse € mais risco para tumores.
A influéncia n3o foi muito relevante no estudo isolado de genoétipos/alelos, pois ndo encontramos
diferengas na distribuigdo dos recetores 2A. Para a andlise deste polimorfismo em mulheres com
leiomiomas, ndo detetamos diferencas significativas na distribuicdo genotipica entre as populagoes e
relativamente a distribuigdo alélica, também nao houve associagdo entre ambos. Para o mesmo
polimorfismo no carcinoma do colo do utero, também nao detetamos diferencas significativas na
distribuicdo genotipica e relativamente a distribui¢do alélica, também ndo se observaram diferencgas
significativas na sua distribuicdo. No decorrer deste trabalho, ndo se encontraram resultados
significativos para o polimorfismo T102C no estudo gendtipo/fendtipo que associem este polimorfismo
ao desenvolvimento de leiomiomas ou carcinoma do colo do Utero. No entanto, resultados relevantes
foram obtidos na analise epistatica e vao ser discutidos mais a frente (Capitulo 5.2).
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5.2 Discussao dos resultados de relacées epistaticas nos leiomiomas e carcinoma do colo do utero

A epistasia desempenha um papel importante na suscetibilidade a doengas humanas, devido ao
genes epistaticos terem influéncia em diversas doengas, podendo afetd-las de forma positiva ou
negativa'?® . Devido a esta influéncia, as doengas podem ter diversas agdes dependendo da etnia e do
individuo portador de doenga. A epistasia & provavelmente o principal mecanismo que explica a
variabilidade fenotipica interindividual de doengas genéticas. A crescente capacidade de definir genes
epistaticos na doenga pode fazer com que sejam criadas novas estratégias terapéuticas estando de acordo
com os riscos envolvidos '*’. Nesta analise pretendeu-se procurar relagdes epistaticas entre genes de
forma a concluir se uma combinagao especifica de alelos de diferentes locus poderdo estar associados a

determinado fenotipo bioquimico e/ou clinico.

Conforme os resultados obtidos na analise epistatica realizada, foi observado no caso dos
leiomiomas que os genotipos GG — 12/12 dos genes ADBR2 e SLC6A4 respetivamente, com um OR =
0,214, deu-se um efeito protetor para leiomiomas com estes dois genotipos associados. No entanto o
resultado ndo era o esperado, visto que o alelo 12 esta relacionado com um maior risco. Este pode ser
um caso de epistasia em que a interagdo entre dois genes de locus diferentes modificam as condigdes
celulares e/ou fisiolodgicas previstas para o contributo de cada gene isoladamente, condicionando assim
o fenétipo '¥. Confirma-se assim a influéncia da epistasia entre genes e a existéncia de uma relagio
epistatica antagonista em que o alelo G melhora o contributo do alelo 12 do gene SLC6A4.

De seguida obtivemos um resultado significativo para o genétipo AA do gene ADBR2
associado ao genotipo 12/12 do gene do transportador da serotonina, estando esta associacdo duas vezes
mais associada a leiomiomas (OR = 2,540), sendo que o alelo A ¢ um alelo de risco e o alelo 12 esta
relacionado com um maior risco de depressao e stresse, obtivemos também um valor esperado, com
risco aumentado do gendtipo AA isolado (OR = 2,311) na presenca do gendtipo homozigotico 12/12
também de risco esperado. Verifica-se que a combinagdo AA — 12/12 estd associada ao risco de
leiomiomas. Concluindo-se que apesar do gendtipo de SLC6A4 isoladamente ndo estar associado a
patologia, quando combinado com o gen6tipo homozigotico AA da-nos uma associacao significativa (p

=0,030). Este é um exemplo de como o contexto gendémico tem influéncia no fenétipo '*’.

De seguida, obtivemos um resultado significativo para o genotipo AA — TT dos genes ADRB2
e HTR2A respetivamente, com um OR = 5,266. Curiosamente, o genotipo AA do gene ADBR2,
aumenta muito o risco quando em combinacdo com o alelo T. O que ndo seria esperado, visto que o
alelo T estd descrito como protetor. Isto apenas ocorreu nos leiomiomas, ndo se verificando no
carcinoma do colo do utero. Demonstrando assim a importancia da interacdo entre genes no fenotipo e
a importancia do contexto patologico. O efeito dos polimorfismos ¢ especifico da interagdo dos genes,

gendtipos e da patologia em estudo '?7.

De seguida, obtivemos um resultado significativo para o gendtipo GG — TT, dos genes ADBR2
e HTR2A respetivamente, com um OR = 0,108. Através deste resultado podemos verificar que existe
uma associagdo entre esta combinacdo ¢ a auséncia de leiomiomas, atribuindo-se assim um fator
protetor. Tal resultado era o esperado, pois ambos os genotipos sdo protetores para os tumores.

De seguida, para o mesmo homozigdtico GG, obtivemos um resultado significativo para o
genotipo GG em associagdo com o heterozigdtico CT do gene HTR2A, com um OR = 0,194. Através
deste resultado podemos verificar que existe uma associacdo entre esta combinagdo e a auséncia de
leiomiomas, atribuindo-se assim um fator protetor a esta combinacao.
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O genotipo GG (ao contrario do AA) mostrou-se protetor no caso dos leiomiomas em situagdes
de epistasia com outros alelos protetores (alelo T do HTR2, incluindo TT e TC).

De seguida, procedeu-se a analise de relagdes epistaticas no carcinoma de colo do utero, sendo
que o primeiro resultado significativo que se obteve foi para os gendtipos AA — 12/10, dos genes
ADBR2 e SLC6A4 respetivamente, com um OR = 3,407. Este resultado indica um risco trés vezes
superior de carcinoma do colo do utero. Tal resultado deve-se ao facto do alelo A ser a variante com
maior capacidade de ligacdo as catecolaminas, logo aumenta risco de stresse e tumores. Ja em relagdo
ao alelo 12, este sendo a variante de risco devido a uma maior recaptura de serotonina e originando por
sua vez menos serotonina circulante, o que resulta num travdo menor do SNS e maior libertagdo de
catecolaminas, este resultado de risco era o esperado desta associacdo. Este resultado indica um risco
trés vezes superior de carcinoma do colo do ttero, comparativamente a populacdo controlo, sendo um
resultado esperado, confirmando assim o risco do alelo A e do alelo 12. O gendtipo isolado 12/10 (OR
= 3,194) em associa¢do com o gen6tipo AA (OR = 4,878) aumenta o risco no carcinoma do colo do
utero.

De seguida obtivemos resultados significativos para o genodtipo homozigotico AA do gene
ADBR2. Primeiro em associagdo com o gen6tipo CT do gene ADBR?2, verificamos que o alelo A do
gene ADBR2 aumenta muito o risco na presenga do alelo C do gene HTR2A no carcinoma do colo do
utero (OR = 5,220), com um risco cinco vezes superior. De seguida, em homozigotia na presenca da
combinacdo com o gendtipo CC o risco torna-se ainda maior (OR = 7,704). Estes resultados indicam
que de facto o alelo C é um alelo de risco elevado. E importante mencionar que o alelo A isolado tem
um risco menor (OR = 3,521) do que em epistasia, pelo menos no carcinoma do colo do utero.

Por ultimo, seguiu-se a associacdo epistatica entre os gendtipos 10/10 — CC dos genes SLC6A4
e HTR2A respetivamente, com um OR = 12,267, Sendo este o resultado de risco mais elevado neste
estudo. Se o gendtipo AA fosse muito mau, a associagao dos genotipo AA — 10/10 deveria ter dado um
risco muito alto e ndo deu. Podemos afirmar que o risco ndo estd s6 dependente da associagdo de
gendtipos, mas também do contexto gendmico em que estdo inseridos '
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6. CONCLUSOES

Um dos principais objetivos deste trabalho era caracterizar as frequéncias de trés polimorfismos
genéticos, dois relacionados com a serotonina: o SHTTVNTR e SHTR2A, e um relacionado com o
recetor B2-adrenérgico: o Argl6Gly, todos num grupo de individuos com tumores ginecoldgicos € num
grupo controlo a fim de determinar a relevancia destes polimorfismos para a suscetibilidade de tumores
através de vias neurotransmissoras, sendo estes biomoléculas libertadas nas sinapses dos neurénios com
a fun¢do de transmitir ou alterar a transmissao da informacao, e assim essenciais ao sistema nervoso.

Através deste estudo podemos verificar que as vias de sinalizagdo dos recetores P2-adrenérgicos
conferidas pelo polimorfismo Argl6Gly, afetam diretamente as células cancerigenas, através das
catecolaminas, onde vao estimular a migragdo e invasao celular, levando ao crescimento e progressao
do tumor. Através deste estudo conclui-se que o polimorfismo Argl6Gly tém de facto um papel
relevante no desenvolvimento e progressao de tumores benignos e malignos, nomeadamente leiomiomas
e carcinoma do colo do utero, confirmando a existéncia de associacdao entre um polimorfismo de um
gene que codifica proteinas envolvidas em mecanismos de ag@o de neurotransmissores € a existéncia de
tumores.

Apesar de muita informagdo disponivel, o polimorfismo Argl6Gly ainda tem muito a ser
explorado até se concluir algo que tenha um impacto terapéutico e principalmente preventivo na
medicina atual. Os betabloqueadores podem representar uma categoria nova e relativamente segura de
medicamentos para a prevencao e possivel tratamento de cancro, a0 mesmo tempo que esclarecem as
bases fisiopatologicas de alguns tipos de tumores, no entanto ainda se espera que novos estudos
contribuam de maneira efetiva a fim de ser demonstrado ndo somente uma relagdo de associagdo, mas
principalmente uma relagdo de causa—efeito entre os polimorfismos dos recetores adrenérgicos e a sua
repercussao funcional.

No estudo do polimorfismo SHTTVNTR, apesar de muitos estudos anteriormente realizados,
este ainda se mostra algo controverso. Mais estudos serdao necessarios para aferir a possivel relagao entre
este polimorfismo e as implicagdes no microambiente tumoral.

Para o polimorfismo T102C, analisdmos o papel do recetor 2A da serotonina, para que
tivéssemos uma relagdo em termos do metabolismo da serotonina. A influéncia no nosso estudo de
genotipos isolados ndo foi muito relevante, mas em relagdo aos estudos de epistasia ja se mostrou
coerente, mostrando assim a importancia de estudos epistaticos. E importante salientar que usamos os
gendtipos como marcadores indiretos da alterag@o da funcdo, sendo que a nossa ideia ¢ entendermos o
mecanismo que nos leva a doenca.

Neste estudo pretendeu-se também procurar relagdes epistaticas entre genes de forma a concluir
se uma combinagdo especifica de alelos de diferentes locus poderdo estar associados a determinado
fendtipo bioquimico e/ou clinico. Nem todos os resultados significativos seguiram o mesmo padrao.
Concluimos que existe uma influéncia da epistasia entre genes.

A epistasia € um instrumento importante quando se tentam encontrar fatores genéticos que
expliquem a variabilidade fenotipica interindividual em determinadas patologias, fazendo assim, com
que seja possivel desenvolver novas terapias tendo em conta os riscos implicados. Desta forma os
estudos de epistasia sdo essenciais e ndo devem ser ignorados.
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Os resultados apontaram para um papel proeminente do stresse no crescimento e
desenvolvimento de tumores benignos e malignos, sendo que o sistema nervoso simpatico ¢ a ativagao
do eixo hipotalamo-hipofise-suprarrenal, tém de facto impactos funcionais e biologicos no
microambiente tumoral.

Apesar das referéncias bibliograficas serem vastas nestes polimorfismos, a maioria ndo esta
relacionada diretamente com leiomiomas ou carcinoma do colo do utero. Em Portugal, estudos sobre
tumores com estes polimorfismos sdo muito poucos. Sendo o cancro uma doenga de enorme relevancia,
seria essencial desenvolver mais estudos nesta area.
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8. ANEXOS

Anexo I — Consentimento Informado

Consentimento Informado e Livre para Testes de Susceptibilidade

A andlise de biomarcadores entre eles os genéticos (genoma) que estdo envolvidos nas doen({‘a.s em
geral podem ser estudadas e identificadas com o objectivo de determinar as causas ggnencas/
susceptibilidade em individuos com o diagnéstico clinico de ...........covmmmeerisisemsrsssninenens ,assim como
na prevengao de doengas associadas e contribuir para o conhecimento sobre os mecanismos bio
fisiopatoldgicos nas pessoas afectadas ou em risco/ susceptibilidade.

Fui informado(a) de forma adequada e inteligivel sobre os mecanismos biolégicos da doenga, o seu
modo de transmissdo, o impacto na familia, a evolugdo da sua histéria natural, a existéncia de
terapéuticas ou intervenges médicas/ cirirgicas possiveis, assim como a auséncia das mesmas.

Decido livremente efectuar ou nfio efectuar (riscar o que nso interessa) o estudo de biomarcadores referido,
anteriormente.

Para este estudo é necessaria a colheita de amostra de sangue, cerca de 2 a 5 ml no total. As

amostras colhidas serio utilizadas apenas para o estudo de biomarcadores (genéticos e outros) da
doenga acima referida

Autorizo a colheita de sangue para estudo de:

- Susceptibilidade ( )

- Investigagdo ()

Autorizo/ndo autorizo (riscar o que nio interessa) que 0 meu nome e informagdo clinica fagam /ndo fagam
(nscar o que nao interessa) parte do registo informatico anonimizado do Laboratério de Genética que a

amostra de sangue possa/nao possa (riscar oque ndo interessa) ser utilizada para investiga¢do desta doenga,
de forma anonimizada.

Assinatura do consultado/a doente/ Cl/familiar
Nome completo

Servigo/Hospital/Unidade de Saude

N2 do Processo .........ccceeeeee. LOCAl viiiiicciciiiciceie e .. d@ta Dia /M&S/ANO e fee [

Nome do Médico

ASSIVARUIA 5555255500005 05 a0 S0R 405 AHUREORBETE Mot R SRR ST EEAY RT3 KR 3 730 Yo PR RS ma 3033 AR s mavanoNosi o A S R

N2 Cédula Profissional / Vinheta
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Anexo IT — Tampoées para PCR e eletroforese em gel de agarose e enzimas de restri¢cao utilizadas

Tampdes para PCR e eletroforese em gel de agarose
e Tampao de PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific)

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manualssMAN0012622 PCR Master 2X K0171 UG.pdf

e Tampao TBE 10X (Grisp)

http://www.grisp.pt/docs/gb12-tbe-buffer-10x-product-info.pdf

e Corante Midori Green Advance (Nippon Genetics)

https://www.nippongenetics.eu/en/product/midori-green-advance/

e Marcador de peso Molecular 100bp Plus DNA Ladder (Thermofisher)

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/SM0321

Enzimas de Restricao

e Enzima Ncol

https://www.nzytech.com/products-services/speedy/mb100/

e Enzima Hpall

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ER0541
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Anexo III — Géis de agarose com perfil eletroforético

A — Perfil eletroforético do polimorfismo S-HTTVNTR do gene do transportador da serotonina

500pb

299pb
265pb

Figura 9.1 - Imagem de um gel de agarose com perfil eletroforético representativo de uma amplificacio da regido
genomica contendo o polimorfismo SHTTVNTR do gene SLC6A4. Canais 1 a 8: Produto de amplificacdo de individuos
em estudo. Canal 9: Controlo negativo. Canal 10: Marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen 100 bp DNA Ladder).
Legenda: 12/12: homozigético normal (299pb); 12/10: heterozigdtico (299 + 265pb); 10/10: homozigdtico mutado (265pb).
Na figura esta indicado o tamanho dos fragmentos (pb).

B — Perfil eletroforético do polimorfismo 5-HTR:4 do gene do recetor 2A da serotonina
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Figura 9.2 - Imagem de um gel de agarose com perfil eletroforético representativo de uma restricio da regido genomica
contendo o polimorfismo 5-HTR;, do gene SHTR2A. Canais 1 a 8: Produto de amplifica¢do de individuos em estudo. Canal
9: Controlo negativo. Canal 10: Marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen 100 bp DNA Ladder) Legenda: TT:
homozigético normal (344pb); CT: heterozigético (344 + 217 + 127pb); CC: homozigético mutado (217 + 127pb); (C —
citosina; T — timina). Na figura esta indicado o tamanho do fragmento dos fragmentos (pb).
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C — Perfil eletroforético do polimorfismo Argl6Gly do gene ADRB; do recetor adrenérgico 2
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Figura 9.3 - Imagem de um gel de agarose com perfil eletroforético representativo de uma restricio da regido genémica
contendo o polimorfismo Argl6Gly do gene ADBR2. Canais 1 a 8: Produto de amplificag¢@o de individuos em estudo. Canal
9: Controlo positivo. Canal 10: Marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen 100 bp DNA Ladder). Legenda: A/A:
homozigoético normal; A/G: heterozigoético; G/G: homozigdtico mutado; (A — arginina; G — glicina). Na figura est indicado o
tamanho dos fragmentos (pb).
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