) M

FACULDADE DE
LISBOA MEDICINA

UNIVERSIDADE LISBOA

DE LISBOA

TRABALHO FINAL
MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA

Laboratdrio de Genética

Papel modulador do gene MTHFR nos
niveis de Homocisteina na infecao por HPV

Joana Patricia Rocha da Cunha

Orientado por:
Professora Doutora Maria Angelo Ribeiro Marques Inécio

Coorientado por:

Professora Doutora Maria Clara Gomes da Fonseca Pedro
Bicho

JUNHO



Agradecimentos

Primeiramente, gostaria de agradecer ao Professor Doutor Manuel Bicho, Diretor
do Laboratério de Genética e Professor Catedratico da Faculdade de Medicina de Lisboa,
pela oportunidade que me ofereceu, para a realizacdo deste projeto. Da mesma forma,
queria agradecer a Professora Doutora Maria Clara Bicho, pela disponibilizagao da sua
base de dados, fundamental para a concretizacao deste trabalho.

Um especial agradecimento a minha orientadora, Professora Doutora Maria
Angelo Ribeiro Marques Indcio, pela disponibilidade, paciéncia, ajuda e todo o apoio que
sempre demonstrou, durante todo este percurso. A mestre Laura Aguiar, pela eficiéncia,
e celeridade na assisténcia a este trabalho.

Aos meus colegas de curso, obrigado pelos lacos de amizade, pela troca de
experiéncias, palavras encorajadoras e de incentivo. Obrigada por me relembrarem que
tudo se faz e que nunca estamos sozinhos nesta aventura.

Aos meus amigos e familia, obrigada por sempre apoiarem as minhas conquistas
como se fossem vossas. Obrigada pela paciéncia e compreensdo que manifestam
sempre gque ndo posso estar presente em momentos importantes, quer pela distancia,
quer pelas horas intermindveis de estudo. Um especial obrigado a Inés, pelo abracinho
e palavras de conforto sempre disponiveis.

Ao Jodo, obrigada por segurares a minha mao com forga e confianga em cada
passo desta jornada. Obrigada por todo o apoio, incentivo e paciéncia infinita. Este
desafio teria sido mais complicado sem o conforto do teu abrago ou a calma das tuas
palavras. A tua presenga tornou tudo mais especial.

Por fim, aos melhores pais do mundo, obrigada por todo o amor incondicional
qgue sempre me deram. Obrigada pelo apoio inabalavel e encorajamento ao longo de
todo o meu percurso. Obrigada por me ensinarem a nunca desistir dos meus sonhos e
por celebrarem comigo cada vitdria, grande ou pequena, mesmo que muitas vezes a 380
quilédmetros de distancia. Obrigada por todos os sacrificios que fizeram por mim, que
tornaram esta conquista possivel. Sou-vos eternamente grata por tudo. Obrigada por

sempre acreditarem em mim.



RESUMO

Introducdo: O cancro do colo do Utero é a quarta causa de morte por cancro em
mulheres, a nivel global. A infe¢ao por Papilomavirus Humano é a principal causa para o
desenvolvimento de cancro cervical, ndo sendo causa suficiente. Entre outros fatores
potenciadores, existe a variagao genética em genes modificadores. O metabolismo da
homocisteina esta envolvido nos processos de sintese, reparagao e metilagdo de ADN,
que estdao muitas vezes desregulados na carcinogénese.

Objetivo: Estudar os niveis de homocisteina circulante na doenga e na sua
severidade, e compreender o papel modulador do gene MTHFR nesse fendtipo.

Metodologia: Os dados laboratoriais foram disponibilizados anteriormente,
estando em bases de dados. A andlise estatistica foi realizada através do software SPSS.
Efetuou-se o teste U de Mann-Whitney para avaliar diferencas dos niveis de
homocisteina entre um grupo de mulheres saudaveis e grupos com diferentes graus de
lesao cervical. Fez-se ajuste a idade através do teste de Regressao Logistica Bindria. Para
perceber a influéncia do gendtipo do MTHFR nos niveis de homocisteina, realizou-se o
teste T de Student.

Resultados: Os niveis de homocisteina sdao inferiores em mulheres com
patologia. O gene MTHFR ndao modula os niveis de homocisteina em mulheres infetadas
com HPV.

Conclusdo: Os niveis de homocisteina podem alterar o desenvolvimento de
lesdes precursoras ou malignas do colo do Utero. Dadas as limitacdes deste trabalho,
recomenda-se a realizagdao de mais investigagdes que estudem o papel da homocisteina,
associado ao papel de outras variantes genéticas que participem neste metabolismo,
com amostras populacionais maiores, de forma a obter uma maior qualidade de

resultados.

Palavras-chave: Homocisteina, MTHFR, Papilomavirus Humano, Displasia cervical,

Cancro do colo do utero.

O Trabalho Final é da exclusiva responsabilidade do seu autor, ndo cabendo qualquer
responsabilidade a Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa pelos contetudos

nele apresentados.



ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer is the fourth leading cause of cancer death in
women, globally. Human papillomavirus infection is the main cause for the development
of cervical cancer, although it is not sufficient on its own. Among other contributing
factors, there is genetic variation in modifier genes. Folate and homocysteine
metabolism is involved in DNA synthesis, repair, and methylation processes, which are
often dysregulated in carcinogenesis.

Objective: To study circulating homocysteine levels in the disease and its
severity, and to understand the modulating role of the MTHFR gene in this phenotype.

Methodology: Laboratory data was previously available in databases. Statistical
analysis was conducted using SPSS software. The Mann-Whitney non-parametric U test
was used to assess differences in homocysteine levels between a group of healthy
women and groups with different degrees of cervical lesions. Age was adjusted using
the Binary Logistic Regression test. To understand the influence of the MTHFR genotype
on homocysteine levels, the Student's T-test was performed.

Results: Homocysteine levels were lower in women with the condition. The
MTHFR gene does not modulate homocysteine levels in HPV-infected women.

Conclusion: Homocysteine levels may alter the development of precancerous or
malignant lesions of the cervix. Given the limitations of this study, further research is
recommended to study the role of homocysteine and folate, associated with the role of
other genetic variants involved in this metabolism, with population samples containing

a larger number of participants to obtain higher-quality results.

Key-words: Homocysteine, MTHFR, Human Papillomavirus, Cervical Dysplasia, Cervical

Cancer.
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1. INTRODUCAO

O cancro do colo do utero é um problema de saude publica relevante. Este é o
qguarto cancro mais frequentemente diagnosticado e a quarta causa de morte por cancro
em mulheres, a nivel mundial (Sung et al., 2021). Apesar de tudo, é considerado um
cancro prevenivel. Tendo em conta esta prevaléncia tdao elevada, principalmente em
paises menos desenvolvidos, a Organizagdao Mundial de Saude (OMS) tem realizado um
esforco na implementagao de programas de prevengao. Estes visam diminuir a
incidéncia e mortalidade por cancro do colo do utero. Para tal, a nivel de prevencao
primaria, é oferecida a vacinagdo contra o Virus do Papiloma Humano (HPV). A nivel de
prevencao secundaria, tém sido implementados programas de rastreio nacionais. Além
destas medidas preventivas, é necessario investir também num tratamento adequado e
de qualidade (WHO, 2022).

De forma a garantir a eliminagao do cancro do colo do utero até 2030, e tendo
definido um limiar de incidéncia de 4 casos por 100 000, a OMS criou uma estratégia
global com alvos “90-70-90”: 90% de raparigas até aos 15 anos com a vacinagao
completa contra o HPV; 70% das mulheres rastreadas com um teste de alta performance
até aos 35 anos, e de novo aos 45 anos; 90% das mulheres que forem diagnosticadas
recebem tratamento (WHO, 2022). Apesar dos paises desenvolvidos ja terem um grande
avango na implementagao destas medidas, a situagao nos paises em desenvolvimento é
variavel (Bhatla et al., 2019). Assim, de modo a atingir estes alvos com sucesso, é
necessario um maior investimento na formacao dos profissionais de saude, nas redes
de comunicacdo com as comunidades e na monitorizacdo das medidas de prevencao ja

implementadas.

1.1. Epidemiologia

Como ja explicitado previamente, e segundo dados da GLOBOCAN 2020, este é
0 quarto cancro mais frequentemente diagnosticado e a quarta causa de morte por
cancro em mulheres (Sung et al., 2021). Segundo a OMS, foi o oitavo cancro mais comum
no geral, a nivel global. Foi também a nona causa de morte por cancro, em 2022, com
661 044 novos casos e 348 186 mortes (WHO, 2024). E o cancro mais comum em 25

paises, muitos dos quais pertencentes a Africa subsariana (WHO, 2024).



Segundo um estudo publicado na Acta Médica Portuguesa, em Portugal, por
cada 100 mortes ocorridas por tumores malignos em mulheres em 2014, 2 foram por
cancro do colo do uUtero. Quase 25% destes Obitos ocorreu em mulheres com idade
inferior a 55 anos (Teixeira et al., 2019). Apesar disso, atualmente é considerado um
cancro evitavel, ja que se inicia através de lesdes pré-malignas, que demoram varios
anos até malignizarem. Estas lesdes podem ter uma detecdo precoce por meio de
citologias, mais conhecidas como exames de Papanicolau e testes de HPV, fundamentais
para o diagndstico precoce e tratamento bem-sucedido do cancro do colo do utero
(Cohen et al., 2019).

E sabido que a infe¢do por HPV é uma causa necessaria para o desenvolvimento
do cancro do colo do uUtero. As infegdes do trato ano-genital causadas pelo HPV tém uma
prevaléncia de 70 milhdes de casos e uma incidéncia de 14 milhdes de novas
transmissdes por cada ano. E, assim, uma das doengas sexualmente transmissiveis mais

comuns (Harden & Munger, 2017).

1.2. Etiologia
1.2.1. Fatores de risco

Existem varios fatores que podem contribuir para o desenvolvimento do cancro
do colo do utero. Estes incluem o uso de contracetivos orais por mais de 5 anos,
multiplos parceiros sexuais, inicio precoce da vida sexual, multiparidade, dieta,
tabagismo e imunossupressao, incluindo a que resulta da infecdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (VIH) (Bicho, 2011). O tabagismo estd relacionado com um
maior risco de carcinoma de células pavimentosas, mas ndo de adenocarcinoma. No
entanto, este risco diminui para metade, 10 anos depois da cessacdo tabdgica
(Wipperman et al., 2018). O mecanismo por trds do aumento de risco deste cancro em
mulheres que tomam contracetivos orais parece estar relacionado com o efeito dos
esteroides sexuais na expressao de oncogenes. Este risco também parece diminuir apds
a suspensao dos contracetivos (Wipperman et al., 2018).

Apesar de tudo, o principal fator de risco é a infegdo por HPV, uma infegao

sexualmente transmissivel. Esta € uma causa necessaria para o desenvolvimento do



cancro do colo do utero (Teixeira et al., 2019). Sabe-se que a infecdo persistente pelos
subtipos de alto risco do HPV é a causa principal da maioria dos casos de cancro (Crosbie
et al., 2013).

Por outro lado, ha fatores semelhantes que podem contribuir para o aumento
da suscetibilidade a infecao por HPV. Estes incluem predisposicao genética, fatores
hormonais, fatores sexuais e reprodutivos, infecdo por Chlamydia trachomatis, resposta
imune do hospedeiro a infegdo e tabagismo. Além disso, também se tem colocado a
hipdtese de que alteragdes no microbioma vaginal podem contribuir para este processo
(Castanheira et al.,, 2020). No entanto, os Unicos fatores de risco claros para a
persisténcia e progressdao do HPV sdo imunodeficiéncia (como infecdo por HIV ou

transplantados) e o tipo de HPV (Crosbie et al., 2013; Rahangdale et al., 2022).

1.2.2. Virus do Papiloma Humano (HPV)

O Virus do Papiloma Humano é transmitido através da via sexual e é uma das
infecdes virais sexualmente transmissiveis mais comuns em todo o mundo. A maioria
dos individuos sexualmente ativos, de ambos os sexos, vai adquirir este virus em algum
ponto da sua vida. Também se estima que a sua prevaléncia em paises desenvolvidos
atinge o seu pico em mulheres jovens, diminuindo apds os 35 anos de idade (Crosbie et
al., 2013). Estima-se que, a nivel global, a prevaléncia de HPV em mulheres saudaveis
com idade superior a 30 anos esteja por volta dos 11.7% (Bhatla et al., 2021). A
prevaléncia de HPV tem um pico de 25% nas mulheres com menos de 25 anos (Bhatla
et al., 2019), o que realca o facto de esta infecdo ser transmitida pela via sexual.

A infecdo por HPV afeta a pele e as membranas mucosas, causando lesdes
intraepiteliais pavimentosas, inicialmente de baixo grau, que normalmente regridem e
desaparecem sem ser necessario algum tipo de intervengao. No entanto, pode manter-
se detetdvel por um periodo prolongado, em cerca de 10% dos casos. Esta persisténcia
dainfe¢do pode depois levar ao desenvolvimento de neoplasia intraepitelial cervical (do
inglés cervical intraepithelial neoplasia, CIN) de grau 2 ou superior (Teixeira et al., 2019).

E com base na patogénese do HPV que o projeto LAST (Lower Anogenital

Squamous Terminology Standardization Projetc for HPV-Associated Lesions) sugeriu
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uma terminologia recomendada para reportar as lesGes causadas pelo HPV, observadas
nas citologias cervicais: lesdo intraepitelial pavimentosa de baixo grau (LSIL, low-grade
squamous intraepithelial lesion), que reflete uma infecdo transitoria com baixo risco de
progressdo; e de alto grau (HSIL, high-grade squamous intraepithelial lesion), uma
infecdo persistente com alto risco de progressao para cancro (Darragh et al., 2013). Em
consequéncia, o modelo atualmente utilizado para a classificagdo das citologias cervicais
é o sistema de Bethesda, que foi revisto em 2014. Este sistema divide os resultados em:
“negativo para lesao intraepitelial ou malignidade”, “anomalia das células epiteliais” e
“outro”. Por sua vez, as anomalias das células epiteliais podem corresponder a células
pavimentosas, presentes no exocolo uterino, ou a células glandulares, pertencentes ao
endocolo. As alteragdes a nivel das células pavimentosas podem, entao, ser classificadas
como: ASC (células pavimentosas atipicas), LSIL, HSIL e ICC (carcinoma invasivo das
células pavimentosas) (Pangarkar, 2022).

Em relagdo a classificagdo normalmente utilizada nos resultados da
histopatologia cervical, relativa a displasia celular, as lesdes de baixo grau (LSIL)
correspondem a Neoplasia Intraepitelial Cervical I, ou CIN | (do inglés, cervical
intraepithelial neoplasia), e as de alto grau (HSIL) correspondem ao CIN Il e Il
Adicionalmente, caso a displasia invada a membrana basal, recebe a classificacdo de
Carcinoma in situ (CIS) (Waxman et al., 2012).

Estdo atualmente identificados mais de 150 tipos de HPV, sendo que a maioria
destes afeta o ser humano (Oyouni, 2023) e cerca de 45 infetam a mucosa genital
(Oliveira et al., 2013). Os HPVs podem ser classificados como de baixo ou alto risco, com
base na sua associacao clinica a lesdes precursoras, geralmente benignas, ou lesdes com
propensdo para a progressao e malignidade (Bhat, 2022).

Ainfegdo por um HPV de baixo risco, como os tipos 6 e 11, estd associada a lesdes
de baixo grau. Pode originar condilomas cervicais ou CIN I/LSIL (Bhat, 2022). Além das
lesdes no utero, pode também causar verrugas ano-genitais ou hiperplasia epitelial focal
oral (Doenca de Heck), dependendo do local de infecdo (Harden & Munger, 2017).

Os 13 subtipos de alto risco, ou oncogénicos, causam neoplasia intraepitelial, que
pode progredir para carcinoma invasivo. Estes causam aproximadamente 5,2% de todos
os cancros a nivel mundial (Harden & Munger, 2017). Os tipos mais comuns associados

ao cancro do colo do utero sdo, por ordem decrescente: 16, 18, 58, 33, 45, 31, 52, 35
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(Crosbie et al., 2013). Mais especificamente, os tipos 16 e 18 sdo detetados em até 70%
de todos os cancros do colo do utero (Harden & Munger, 2017). O tipo 16 tem sido
detetado em 24% das mulheres com infegdao por HPV, e o tipo 18 tem sido detetado em
cerca de 9% (Crosbie et al., 2013). Ainfecdo por HPV de alto risco também é responsavel
por 95% dos cancros anais, 70% dos orofaringeos, 60% dos vaginais, 50% dos vulvares e
35% dos cancros do pénis (Gillison et al., 2008). O subtipo 16 é o mais frequentemente
encontrado nestes cancros (Harden & Munger, 2017).

Apesar da infecdo pelos tipos de HPV oncogénicos ser comum, 80% sao
eliminados dentro de 3 anos pelo sistema imune do hospedeiro. Apenas cerca de 3%
progride para lesdes pré-malignas ou malignas, normalmente num intervalo de 7 anos.
Assim, a infecao por HPV é necessdria, mas ndo suficiente, para o desenvolvimento de
cancro do colo do utero. Ainda mais, como as particulas virais ndo sdao produzidas no
tumor, a existéncia de cancro ndo traz uma vantagem evolutiva ao virus. Portanto, o
desenvolvimento de cancro é uma consequéncia rara, e ndo propriamente o “objetivo”
da infe¢do por HPV (Nelson & Mirabello, 2023).

Estes sdo virus pertencentes a familia Papillomaviridae, com 50-60 nm de
diametro, sem envelope. Cada particula viral contém uma unica molécula de ADN
circular de dupla cadeia, com aproximadamente 8000 pares de bases (Harden &
Munger, 2017). O seu genoma é dividido funcionalmente em duas regides: uma regido
reguladora ndo-codificante (do inglés, non-coding upstream regulatory region, ou URR)
e uma regiao codificante, representada por um quadro de leitura aberto (em inglés open
reading frame, ou ORF) (Bhat, 2022) (Figura 1). Uma ORF é definida como uma
sequéncia de coddes, que se inicia com um coddo de iniciacdo (normalmente AUG), que
indica o inicio da tradugdo, seguida de um codao de terminacdo, ou “stop” (UAA, UAG
ou UGA). A traducdo termina apds o quadro de leitura aberto, depois do coddo de

terminagdo, originando uma proteina (Kute et al., 2022).

12



Caracteristicas Gen6micas

@ Local de ligagdo de E1
Local de ligagdo de E2
- Promotor (p)
Local de poliadenilagdo (polyA)
- Regido reguladora a montante (URR)

== Regido ndo codificante (NCR)

Tipo de Regido Codificante
[ Oncoproteina

[l Oncoproteina acessoria
[[] Replicagdo/libertagdo

[ Estrutural

Figura 1. Diagrama do Virus do Papiloma Humano tipo 16. O genoma circular do HPV16,
composto por ADN de cadeia dupla, com aproximadamente 7900 pares de bases, é
representado por 3 quadros de leitura: 1 (mais exterior), 2 (a meio), 3 (mais interior),
onde o quadro de leitura 1 se inicia na posicdao 1 do genoma. Os quadros de leitura
aberta codificantes de proteinas estdo representados através de retangulos coloridos
no quadro de leitura adequado. E8 (em 2), é codificada na sua totalidade dentro de E1
(em 1), e E4 (em 3) é codificada dentro de E2 (em 2). E4 é o Unico que ocupa o quadro
de leitura aberta 3 no HPV16. Os promotores (p) iniciais e tardios estdo representados
por p97 e p670, respetivamente. Os locais de poliadenilagdo (polyA) iniciais e tardios
estao representados por polyAc e polyA,, respetivamente. Os circulos pretos e cinzentos
representam os locais de ligacdo de E1 e E2, respetivamente (Adaptado de Human
papillomavirus genomics: Understanding carcinogenicity, 2023, Nelson & Mirabello).

A regido ndo-codificante, apesar de ndo codificar proteinas, contém elementos
necessarios para a regulacdo da expressdao génica e replicacdo do ADN. A regido
codificante ou ORF pode ser dividida em early ou late region, com base no tempo
especifico da duracdo desde a infecdo. Os genes denominados early sdao expressos
pouco tempo depois de ocorrer infecdo e antes da replicacdo do ADN. Os produtos
destes genes estdo envolvidos na replicacdo e expressio de ADN viral e na
transformagao da célula hospedeira. Hd um total de 7 early genes, desde o E1 ao E7
(Tabela 1). O seu numero corresponde ao seu tamanho, ou seja, quanto maior o
nimero, menor a ORF correspondente. A expressdao dos produtos destes genes vai

determinar se a infecdo por HPV é ativa ou latente, ou se pode levar a transformacao
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maligna. Os late genes, L1 e L2, codificam proteinas estruturais das particulas virais, as
proteinas major e minor, respetivamente, da capside viral. Sdo ativados nas fases finais
do ciclo do virus (Bhat, 2022). Como L1 é a ORF menos variavel (mais conservada), a sua
sequéncia é usada para definir os tipos de HPV. Apesar de tudo, L1 contém 5 regides
altamente variadveis, com cerca de 10-30 coddes cada, que codificam “outward-facing
loops”. Estes loops contém epitopos dos anticorpos neutralizantes de L1, necessarios
para a imunidade induzida pelas vacinas. Assim, as diferengas genéticas em L1, usadas
para definir os diferentes tipos, correspondem a diferengas antigénicas e podem refletir

um processo de selecdo natural envolvido na evasdo imune (Nelson & Mirabello, 2023).

Tabela 1. Fung¢ao dos genes relacionados com o HPV (Adaptado de The ‘Why and How’
of Cervical Cancers and Genital HPV Infection, 2022, Bhat).

Proteina Fungdo no ciclo de vida do virus
E1l Replicacdo do genoma: Helicase de ADN dependente de ATP
E2 Replicacdo, transcricdo, segregacao e encapsidacdao do genoma

Regulacdo da expressdo génica celular; Regulacdo do ciclo celular e apoptose

E4 Remodelagao da rede de citoqueratina; paragem do ciclo celular; montagem do
viriao

ES Controlo do crescimento e diferenciacao celular; modulagao imune

E6 Inibicdo da apoptose e diferenciacdo; regulacdo da forma, polaridade,

mobilidade e sinalizacdo celular

E7 Controlo do ciclo celular; controlo da duplicacdo dos centrossomas
L1 Proteina major da capside
L2 Proteina minor da capside; recrutamento de L1; montagem do virus

E6 e E7 sdao as oncoproteinas primarias do HPV. Nos tipos oncogénicos, a E6
degrada p53 e a E7 o pRb. Além disso, também interagem com outras proteinas das
células do hospedeiro, de forma a atrasar a diferenciacdo celular, promover a replicacdao
do ADN e escapar a imunidade do hospedeiro. Pensa-se que seja necessaria uma
expressao continua destas duas oncoproteinas para a manutengao do cancro do colo do
utero. E5 é uma oncoproteina acessoria. Apesar de ter um papel de suporte na
oncogénese, N30 é necessaria para tal. E caracterizada por regides transmembranares

altamente hidrofébicas, que fazem a infra regulagdo de complexos major de
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histocompatibilidade (MHC) classe I. Interrompem a apresentacdo dos péptidos as
células T citotdxicas (CD8*) tendo, portanto, um papel a nivel daimunidade. E1 (helicase)
e E2 (proteina de ligagcdo ao ADN) sdo proteinas do nucleo, envolvidas na replicagdo e
manutengdo do genoma viral. Pensa-se que E4 esteja envolvida na amplificagdo e
libertagdo de virides. E uma das ORFs mais amplamente expressas (Nelson & Mirabello,

2023).

1.3. Fisiopatologia

A progressao para cancro do colo do utero é bem conhecida. Como ja exposto
anteriormente, sabe-se que se desenvolve a partir da infecdo persistente por HPV de
alto risco, especialmente os tipos 16 e 18 (Crosbie et al., 2013). Isto acontece porque
esses subtipos oncogénicos infetam células metaplasicas na zona de transformagao do
colo do Utero, tendo depois a capacidade de integrar o seu material genético no genoma
do hospedeiro. Este processo, de uma forma resumida, leva a inativacao dos genes
supressores tumorais p53 e Retinoblastoma (Rb), a proliferagao celular, que por sua vez
levam a uma acumulacdo de mutacles, processo que é fundamental para a
transformagdo maligna das células cervicais (Rahangdale et al., 2022).

As particulas virais de HPV estdo adaptadas aos tecidos do hospedeiro, mais
especificamente nas células epiteliais em diferenciagao da pele e mucosa e “exploram”
a maquinaria celular do hospedeiro para seu préprio beneficio (Bhat, 2022).

Como se sabe, as Unicas células capazes de realizar a divisao celular no epitélio
pavimentoso sao as células basais. Tendo isso em conta, o HPV necessita de infetar estas
células especificas, de modo a estabelecer uma infecdo persistente (Crosbie et al., 2013)
(Figura 2). Pensa-se que este virus infeta as células basais do tipo estaminal, com um
ciclo de vida prolongado, de forma a manter um numero estavel de cdpias neste
reservatorio inicial de células infetadas (Harden & Munger, 2017). No entanto, o HPV
ndo consegue infetar facilmente estas células. Isto acontece porque a camada basal esta
protegida por varias camadas acima e o virus ndo consegue penetrar as células do

epitélio pavimentoso superficial maduro do colo uterino, vulva e vagina (Bhat, 2022).
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Figura 2. Ciclo de vida do Virus do Papiloma Humano e organizacdao do seu genoma.
As células basais no epitélio do colo uterino estdo sobre a membrana basal, que é
suportada pela derme. O virus do Papiloma Humano tem acesso as células basais através
de microlesdes no epitélio cervical. Depois da infecdo, os genes iniciais E1, E2, E4, E5, E6
e E7 sdo expressos e o ADN viral é replicado através do ADN epissomal. Nas camadas
superiores do epitélio (zona intermédia e zona superficial), o genoma viral continua a
replicar-se. S3o, entdo, expressos os genes tardios L1 e L2 e o gene E4. L1 e L2 sdo
responsaveis pela formacdo da cdpside que envolve o genoma viral, levando a formagao
de virides nos nucleos. Posteriormente ocorre descamacao dos virus, que podem iniciar
uma nova infegdo. As lesdes intraepiteliais de baixo grau apoiam a replicagao viral.
Infecbes por HPVs de alto risco podem progredir para neoplasias intraepiteliais cervicais
de alto grau. Caso ndo sejam tratadas, estas lesdes podem progredir para cancro
microinvasivo e invasivo. Este processo acontece pelaintegracao do genoma do HPV nos
cromossomas do hospedeiro (nucleos representados a vermelho na imagem), com
perda ou disrupcdo de E2 e consequente sobre regulacdo da expressao dos oncogenes
E6 e E7 (Adaptado de Cervical Cancer, 2019, Cohen et al.).

Para estabelecer uma infecdo, é entdo necessdrio que ocorram microlesdes no
epitélio do colo do utero. O virus consegue depois penetrar esta camada basal do
epitélio através de interacdes com recetores das a-6-integrinas (Bhat, 2022). A camada

basal exposta alberga varias moléculas envolvidas na sinalizagao e interagao estrutural
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na matriz extracelular. As mais importantes para o HPV sdo os proteoglicanos de
heparano de sulfato (do inglés, heparan sulfate proteoglycans, HSPG) e os
proteoglicanos de sulfato de condroitina. Os padrdes de sulfatagdao das cadeias de
polissacaridos nos proteoglicanos sofrem modificagdes que promovem varios processos
importantes para a cicatrizagdo de lesGes, como o recrutamento de fatores de
crescimento, proliferacdo celular e angiogénese. Estas modificacdes fornecem a
“morada molecular”, que o HPV reconhece, no contexto de uma lesdo. Apds a ligacdo
do virus aos HSPG da membrana basal, o terminal-N da proteina L2 da capside sofre uma
clivagem proteolitica, que promove uma alteragdo da conformagao da particula viral.
Esta alteracdo ocorre de tal forma que as regidoes de L1, previamente obstruidas, ficam
expostas, e o virus torna-se assim capaz de se ligar a superficie celular de novas células
epiteliais em divisdo, enquanto estas tentam reparar a regido lesada (Kines & Schiller,
2022). Portanto, como a cicatrizagdo destas microabrasdes implica uma replicagdo das
células basais, com extensdo lateral, o HPV aproveita este processo para seu proprio
beneficio (Crosbie et al., 2013).

A zona de transformagdo do colo do utero é uma regido especialmente
vulneravel a este processo, ja que é uma zona de transigdo entre o epitélio colunar do
endocolo e o epitélio pavimentoso do exocolo. Aqui, o epitélio ndao apresenta as
microvilosidades tipicas, que ligam as células epiteliais. Além disso, induz metaplasia
como forma de prote¢ao da exposi¢ao do tecido endocervical ao ambiente vaginal,
tornando o epitélio mais vulneravel a entrada do virus (Bhat, 2022).

Este processo de internalizagdo do HPV na camada basal leva varias horas, até
qgue o ADN viral é libertado e transportado até ao nucleo. A expressao precoce de genes
é regulada nas células epiteliais basais e o ADN viral é significativamente amplificado
(Crosbie et al., 2013).

Somente as células acima da camada basal, em diferenciacdo, que se destinam a
maturagao e senescéncia, e que ndo produzem a maquinaria replicativa necessaria para
a sobrevivéncia do virus, podem passar pela replicagdo. Assim, para ultrapassar este
obstaculo, o HPV codifica duas proteinas, E6 e E7. Estas proteinas, como ja exposto
anteriormente, promovem a proliferagao celular, prolongam a progressao do ciclo
celular e inibem a apoptose, contornando o problema inicial. Desta forma, a célula

torna-se permissiva para a replicacdo viral e sdo geradas centenas ou até milhares de
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genomas do HPV dentro de uma Unica célula (Crosbie et al., 2013). A medida que as
células infetadas progridem para camadas mais superficiais do epitélio, ha expressao
das proteinas estruturais da capside, L1 e L2. O ADN viral fica contido dentro da capside
e é depois libertado automaticamente quando as células a superficie sofrerem
descamacdo (Bhat, 2022).

O ciclo de vida do HPV descrito leva de 2 a 3 semanas. Este é o tempo necessdrio
para uma célula do colo do utero migrar das camadas basais do epitélio para as mais
superficiais, amadurecer, passar por senescéncia e morrer (Crosbie et al., 2013). A célula
deve passar por uma diferenciagdao terminal para completar o ciclo de vida do virus, que
€ necessaria para a libertagao dos virides. No entanto, em certas infe¢oes por HPV de
altorisco, as proteinas E6 e E7 sdo tao eficazes em bloquear os inibidores do ciclo celular,
que as células infetadas nunca chegam a amadurecer. As células nao sofrem apoptose e
continuam a avangar através do ciclo celular. A instabilidade gendmica resultante
permite que as alteracdes genéticas se acumulem, levando, em ultima instancia, a
transformagao maligna de uma célula infetada com HPV numa célula cancerigena
invasiva (Crosbie et al., 2013).

Apesar da displasia de baixo grau (CIN ) normalmente regredir, pode progredir
para uma displasia de alto grau (CIN Il ou CIN Ill). O cancro do colo do Utero ocorre,
entdo, quando estas lesOes de alto grau se estendem para além da membrana basal do
epitélio cervical. Sem tratamento, cerca de 20% das mulheres com displasia de alto grau

desenvolvem cancro cervical invasivo dentro de 5 anos (Wipperman et al., 2018).

1.4. Prevengao primaria e secundaria

O conhecimento da epidemiologia do HPV e o seu papel no desenvolvimento do
cancro do colo do utero resultaram no desenvolvimento de duas estratégias major na
prevencdo e detecdo atempada desta condicdo, nomeadamente: (1) vacinacdo contra o

HPV; e (2) rastreios de lesGes pré-malignas (Bhatla et al., 2021).
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1.4.1. Vacinagao

Esta estreita relagao explica a razdao dos programas de vacinagao contra o HPV
serem uma estratégia tdo eficaz na prevencao do cancro do colo do uUtero. Segundo a
OMS, estudos no Reino Unido, um dos primeiros paises a implementar a vacina,
mostram que a vacinagao reduziu lesdes pré-malignas e cancro do colo do utero em
guase 90% (WHO, 2022). Uma revisao sistematica e meta-andlise recente, que envolveu
60 milhdes de individuos, com follow-up de 5-8 anos apds vacinagdo, demonstrou uma
reducdo de varios resultados significativos: prevaléncia do HPV 16 e 18 reduziu em 83%
em raparigas entre os 13 e os 19 anos, e 66% entre os 20-24 anos; prevaléncia do HPV
31, 33 e 45 reduziu em 54% em idades dos 13-19 anos; houve uma redugao dos
condilomas anogenitais em 67% dos 15-19 anos, 54% dos 20-24 anos e 31% dos 25-29
anos. As lesOes classificadas como CIN Il+ diminuiram em 51% entre as raparigas
rastreadas entre os 15-19 anos e 31% nos 20-24 anos (Drolet et al., 2019).

Estdo atualmente disponiveis 3 vacinas contra o HPV, para a prevencao de lesdes
pré-malignas e cancro do colo do utero, vulva, vagina e anus: (1) uma vacina bivalente,
gue tem como alvo os HPV 16 e 18; (2) uma quadrivalente, que além dos tipos 16 e 18,
inclui também os tipos 6 e 11; (3) uma nonavalente, que inclui os tipos 31, 33, 45,52 e
58, além dos tipos 6, 11, 16 e 18 (Bhatla et al., 2021). Ao incluir os HPV 6 e 11, as vacinas
qguadrivalente e nonavalente também previnem os condilomas anogenitais. Apesar de
tudo, ha também alguma evidéncia que mostra protegdo cruzada para outros tipos de
HPV nao incluidos nas vacinas. Todas estas vacinas sdo recombinantes, compostas por
particulas pseudovirais (do inglés virus-like particles, VLPs), de proteinas L1 do HPV e,
portanto, ndo sao infeciosas, ja que nao contém ADN viral. Para raparigas e rapazes com
idades entre 0s 9 e os 14 anos, é atualmente recomendado um esquema de duas doses
(com um intervalo de 6-12 meses entre elas). No caso de idades iguais ou superiores a
15 anos ou imunodeprimidos, é recomendado um esquema de 3 doses (aos 0, 1-2 e 6
meses) (Bhatla et al., 2021).

Em Portugal, a vacina contra o HPV esta incluida no Programa Nacional de
Vacinacdo (PNV). Segundo a norma de 26 de janeiro, emitida nos termos da alinea a) do
n2 2 do artigo 22 do Decreto Regulamentar n? 14/2012, e de acordo com o Despacho n.2
12434/2019, publicado no Diario da Republica, 22 série — N.2 250 de 30 de dezembro de

2019, sobre o PNV, a vacina é aplicavel, de forma gratuita, a raparigas com 10 anos.
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Tendo em conta a transmissdo por via sexual do HPV, o inicio da vacinagao deve ser
implementado em idades inferiores a 10-14 anos, de forma preventiva, para chegar aos
jovens antes do inicio da sua atividade sexual (Bhatla et al., 2021). Desde outubro de
2020, no esquema vacinal recomendado, os rapazes com 10 anos nascidos a partir de
2009 passaram também abrangidos na populagao elegivel para a vacina. Segundo esta
norma, a vacina incluida no PNV é a nonavalente. Assim, além dos gendtipos de alto
risco, inclui também os que causam condilomas ano-genitais. E recomendada a sua
administragdao em individuos com idade igual ou superior a 9 anos e inferior a 27 anos.
Segundo o relatério anual da vacinagao de 2023, sobre dados do primeiro
semestre de 2022, a vacinac¢ao contra o HPV apresentou uma cobertura de 89% em
raparigas nascidas em 2010 e que, portanto, completaram os 12 anos nesse ano. A
vacinagdao com a 12 dose da vacina nos rapazes nascidos em 2010 e 2011 teve uma
cobertura de 91%, idénticas as observadas nas raparigas. No entanto, nestas coortes, a
data da colheita dos dados para o estudo, ainda ndo tinha sido atingida a meta dos 85%
para o esquema completo (com a 22 dose). No entanto, 85% a 87% dos rapazes nascidos
em 2009 e 2010, ou seja, 0s primeiros a serem vacinados desde a implementagao da
norma de outubro de 2020, ja tinham recebido a primeira dose desta vacina (Diregdo-
Geral da Saude (DGS), 2023). Assim, apesar de tudo, estes valores demonstram uma boa
adesdo a vacinagdo no nosso pais. Esta alta taxa de vacinagdao contra o HPV podera
refletir-se no futuro numa diminuigao do risco de desenvolvimento tanto de lesdes pré-
malignas e cancro, nomeadamente do colo do Utero, da vagina, vulva, anus e orofaringe,
assim como de condilomas genitais. Esta é, portanto, uma medida importante para a
Saude Publica. AOMS recomenda que, de forma a atingir o objetivo de eliminar o cancro
do colo do Utero, os paises devem atingir uma cobertura vacinal de 90% até 2030 (WHO,
2022). A forma mais eficaz de atingir este objetivo passa pela inclusdo da vacina contra
o HPV na imunizagdo nacional e no investimento de estratégias de comunicagdo efetiva.

Portugal esta muito perto de atingir este objetivo.
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1.4.2. Rastreios

Apesar da vacinacado estar disponivel e ser eficaz na prevencdo da infecao por
HPV, nao fornece protegao aos individuos que ja estejam previamente infetados. Além
do mais, a vacina ndo protege contra todos os tipos de HPV (Harden & Munger, 2017).
Portanto, enquanto a vacinagao contra o HPV pretende prevenir a neoplasia cervical
através da prevengao da infecao por HPV, o rastreio deteta lesdes pré-malignas
cervicais, como CIN de alto grau e adenocarcinoma in situ de forma precoce. Permite
assim o seu tratamento eficaz, de forma a prevenir cancro invasivo e diminuir a taxa de
mortalidade por cancro do colo do utero.

Existem varios métodos de rastreio: a citologia convencional, mais conhecida
como exame Papanicolau, e mais recentemente, citologia em meio liquido e teste do
HPV. Em paises pouco desenvolvidos, também se procede a inspecdo visual das lesdes
com acido acético. Este processo envolve a detecdo de lesGes esbranquicadas no colo
uterino 1 minuto apds aplicagdo de 3-5% de acido acético (Bhatla et al., 2021). Além
disso, mais recentemente, também se tem colocado a hipdtese do uso da expressao
imuno-histoquimica dos biomarcadores p16 e Ki-67 como aliados no rastreio (Dovnik &
Repse Fokter, 2023).

A nivel nacional, existe um programa de rastreio organizado. Segundo o
Despacho n.2 8254/2017, publicado a 21 de setembro no Diério da Republica, o rastreio
é destinado “a populacdo do sexo feminino, com idade igual ou superior a 25 anos e
igual ou inferior a 60 anos”. Sao excluidas de forma definitiva mulheres que tenham
realizado histerectomia total ou que tenham o diagndstico de cancro do colo do utero.
De forma temporaria, sdo também escolhidas as mulheres que apresentem sinais ou
sintomas ginecoldgicos. Este rastreio deve ser realizado a cada 5 anos, se normal,
através de citologia vaginal em meio liquido, com pesquisa de ADN dos serotipos
oncogénicos do HPV. Se a pesquisa for positiva para os serotipos 16 e 18, as utentes
devem ser logo referenciadas para uma consulta de patologia cervical a nivel hospitalar.
Caso seja positiva para os restantes serotipos oncogénicos, deve ser realizada uma
citologia. Se houver presenga de células atipicas pavimentosas de significado
indeterminado ou de alto grau, com células atipicas glandulares, assim como lesdo
intraepitelial de baixo ou alto grau, devem ser referenciadas para consulta de patologia

cervical. Esta colheita deve ser repetida no prazo de um ano, caso a citologia tenha sido
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negativa, mas a utente apresente um teste positivo para HPV anterior (Didrio da
Republica: Il série, n.° 68, 2017).

A introdugdao de um programa de rastreio contra o cancro do colo do utero deve
ser acompanhada de diretrizes que indiquem de forma clara o alvo de idades a rastrear,
o tipo de teste e momento em que deve ser realizado, formas de comunicar esta
estratégia a populacdo-alvo e a abordagem a seguir no caso de um resultado positivo.
Também deve mencionar os métodos de tratamento (crioterapia, ablagdo térmica,
excisdo eletrocirurgica por alga (LEPP, do inglés loop electrosurgical excisions procedure)
das lesdes de displasia cervical e os critérios de tratamento para os cancros detetados
através do rastreio (Bhatla et al., 2021).

A combinag¢ao da vacinagao contra o HPV e os rastreios traz um enorme potencial

de eliminar o cancro do colo do Utero no futuro.

1.5. Sinais e Sintomas, Diagndstico e Estadiamento

Apesar das recomendacdes a nivel de prevencao e rastreio, o aparecimento de
cancro do colo do Utero continua a ser uma realidade. Por isso, torna-se de extrema
relevancia existir um conhecimento sobre a sua forma de apresentacdo clinica, como

diagnosticar, estadiar e tratar.

1.5.1. Sinais e sintomas

Numa fase inicial, é relativamente comum que o cancro do colo do Utero seja
assintomatico. Nestes casos, pode ser detetado apenas através de uma citologia positiva
ou de forma acidental, com a visualizacdo de uma lesdo num exame pélvico de rotina.
Um dos sintomas mais comuns nesta fase inicial € a hemorragia vaginal, irregular ou
abundante, principalmente apds as relagdes sexuais. Também pode aparecer um
corrimento vaginal, que pode variar desde o aspeto aquoso, ao mucoide, ou purulento
e com odor. Na doenca avancada, pode ser experienciada dor pélvica ou lombar, com
possivel irradiacao para os membros inferiores. Além disto, também podem apresentar

alteragdes a nivel dos habitos intestinais ou alteragdes urindrias, queixas relacionadas

22



com pressao, hematuria, hematoquezias, ou até mesmo passagem vaginal de fezes ou

urina, sugestivas de fistulas (Johnson et al., 2019).

1.5.2. Diagnaéstico

Em relagdo a anamnese, deve ser realizado um exame pélvico completo a todas
as mulheres que apresentem sintomas ou sinais que levantem a suspeita de um possivel
cancro cervical. A visualizacdo do colo uterino através do espéculo pode revelar um colo
de aspeto normal ou uma lesao visivel a olho nu, dependendo do tamanho do tumor.
No caso de aparecimento de uma lesdo, deve-se proceder a realizagdo de uma biopsia
nessa zona. Além da avaliagdo através do espéculo, deve também ser realizado toque
vaginal e reto-vaginal, de forma a avaliar o tamanho tumoral e o possivel envolvimento
dos tecidos envolventes da vagina. Também é possivel suspeitar desta patologia no caso
de aparecimento de adenopatias inguinais ou supraclaviculares (Johnson et al., 2019).

No caso de um exame pélvico ou uma citologia terem resultados anormais, opta-
se pela realizacdo de uma colposcopia, que é considerado o exame diagndstico
definitivo. Normalmente os exames de imagem, como a tomografia computarizada, PET
scan, ressonancia magnética pélvica ou cistoscopia ndo sdo usados como parte do
diagnostico em si. No entanto, podem ser Uteis no estadiamento e avaliagdo. O
diagnostico é feito com base no resultado histoldgico da bidpsia do colo uterino. Os tipos
histopatolégicos mais frequentes de cancro do colo do Utero sdao carcinoma de células

pavimentosas (até 85% dos casos) e o adenocarcinoma (até 25%) (Johnson et al., 2019).

1.5.3. Estadiamento

O cancro do colo do utero invasivo propaga-se através de extensao direta para o
paramétrio, vagina, Utero e 6rgaos adjacentes, como a bexiga ou o reto. Também pode
ter uma metastizagao através do sistema linfatico, podendo localizar-se em ganglios
linfaticos regionais, nomeadamente os obturadores, iliacos externos, iliacos internos, e
posteriormente para os iliacos comuns e para-aérticos. De forma mais tardia, também
pode ocorrer metastizagao a distancia por via hematogénica. Os locais mais comuns sao

os pulmdes, figado e osso (Bhatla et al., 2021; Wipperman et al., 2018).
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O seu estadiamento é um dos fatores mais importantes para o progndstico,
seguido de outros fatores, como o volume do tumor, grau de invasdo do estroma e
invasdao do espago linfovascular. O estadiamento da Federagdo Internacional de
Ginecologia e Obstetricia (FIGO, International Federation of Gynecology and Obstetrics)
€ atualmente um dos mais usados, e varia entre o estadio 0 e o IV (Tabela 2) (Johnson
et al., 2019). O cancro do colo do Utero é o Unico cancro ginecoldgico com um
estadiamento clinico realizado antes da cirurgia, baseado no tamanho do tumor,
profundidade de invasdo, invasdo de tecidos adjacentes e metdstases a distancia,

normalmente nos pulmdes, figado e osso (Wipperman et al., 2018).

Tabela 2. Estadiamento da Federagdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia
(FIGO) (Adaptado de Cervical Cancer: An Overview of Pathophysiology and
Management, 2019, Johnson et al.)

Estadios Defini¢ao
FIGO
0 Carcinoma in situ (CIS) - Presenga de células anormais na camada interior do colo,

que se podem transformar em cancro e invadir os tecidos adjacentes.

| Carcinoma cervical limitado ao colo.

1A Carcinoma invasivo diagnosticado apenas por microscopia, com profundidade
maxima de invasdo < 5 mm.
1A1 Profundidade de invasdo do estroma < 3 mm.
1A2 Profundidade de invasdo do estroma >3 mme <5 mm.
IB Lesdo clinicamente visivel confinada ao colo ou lesdo microscépica superior a 1A2
1B1 Carcinoma invasivo com profundidade de invasdao do estroma > 5 mm e dimensdo
maxima < 2 cm.
1B2 Carcinoma invasivo com dimensdao maxima >2 cme <4 cm.
1B3 Carcinoma invasivo com dimensdao maxima >4 cm.

1l Carcinoma cervical com invasdo além do Utero, mas ndo até a parede pélvica ou tergo
inferior da vagina.

A Tumor sem invasdao do paramétrio ou envolvimento do tergo inferior da vagina.

11A1 Lesdo clinicamente visivel com dimensdo maxima < 4 cm e envolvimento de menos
dos dois tergos superiores da vagina.

11A2 Lesdo clinicamente visivel com dimensdo maxima > 4 cm e envolvimento de menos
dos dois tergos superiores da vagina.

IB Tumor com invasdo do paramétrio, mas ndo até a parede pélvica.

1l Tumor com extens3do até a parede pélvica e/ou envolvimento do terco inferior da
vagina, e/ou que causa hidronefrose ou mau funcionamento renal, e/ou que envolve
ganglios linfaticos pélvicos e/ou para-adrticos.

A Tumor invade o terco inferior vaginal, sem extensao até a parede pélvica
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]3] Tumor com extensdo a parede pélvica e/ou hidronefrose ou alteragio renal

nc Tumor invade ganglios linfaticos pélvicos e/ou para-adrticos, independentemente do
tamanho e extensdo tumoral.
\} Tumor invade mucosa vesical ou retal (comprovado por bidpsia), e/ou com extensdo
além da pelve.
IVA Tumor invade érgaos pélvicos adjacentes.
IVB Tumor invade érgaos a distancia.

1.6. Tratamento

A escolha do tratamento depende de varios fatores, incluindo o estadio, a
presenca de metastizacdo a distancia, o tamanho do tumor e o estado geral da doente
e suas comorbilidades e fatores de risco para recorréncia (Wipperman et al., 2018). Pode
incluir cirurgia, radioterapia, quimioterapia, ou uma combinagdo dos anteriores
(Johnson et al., 2019).

As mulheres com doenca microinvasiva (estadio 1A1) e sem invasdo do espaco
linfovascular podem ser tratadas com uma histerectomia simples, se as margens forem
negativas. Na doenga inicial (estadio IA-IB1), pode-se optar por uma histerectomia
radical e linfadenectomia pélvica. Mulheres que nao sejam candidatas a cirurgia podem
realizar tratamento primario com radioterapia ou quimioterapia. Na doenga localmente
avangada (estadio IB3, 1I1A2, llI, IVA), o tratamento passa pela quimioradioterapia. Em
doentes com metastizacdo a distancia (estadio IVB), pode ser considerada
guimioradioterapia, dependendo do progndstico da doente. Também se pode optar por
radioterapia paliativa e/ou quimioterapia sistémica, para controlo sintomatico
(Wipperman et al., 2018).

Caso haja um desejo de preservar a fertilidade, em estadios iniciais, pode-se
realizar a conizacdo (com ou sem linfadenectomia), ou cervicectomia radical. A
conizagao consiste na excisdao da porgdao em forma de cone do colo uterino, incluindo o
exocolo, endocolo e zona de transformacdo. No entanto, estas opg¢des ndo sdo
recomendadas em tumores a partir do estadio IB1 e superiores a 2cm (Wipperman et

al., 2018).
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1.7. Homoucisteina, Folato, Metabolismo de 1 carbono e risco de cancro

Nos ultimos anos tem existido uma grande especulacdo em relacao ao papel do
folato e da homocisteina no risco de neoplasia cervical. Varios estudos observacionais
de lesOes pré-malignas e carcinoma invasivo cervical e estudos sobre o efeito da
suplementacdo de folato na displasia cervical tém mostrado resultados conflituosos
(Weinstein et al., 2001).

A homocisteina é um aminoacido com um papel importante em varios processos
bioldgicos. Deriva da metionina e é homdloga da cisteina. A sua concentragao pode ser
regulada através de duas vias: remetilagao de volta a metionina; ou transsulfuracao para
cisteina, com a produgdo simultanea de sulfeto de hidrogénio (H.S) (Figura 3).

Existem varios fatores que podem condicionar o aumento dos niveis de
homocisteina no organismo, tais como fatores genéticos, estilo de vida, dieta ou
farmacos (Hermann & Sitdikova, 2021). A sua presenca em niveis elevados esta
associada a um maior risco de desenvolvimento de doencas neurovasculares, deméncia,
enxaqueca, epilepsia e até mesmo de dificuldades no neurodesenvolvimento. A
neurotoxicidade da homocisteina pode ser explicada por stresse oxidante e lesdao no
ADN. Ainflamagao que ocorre quando os niveis de homocisteina estao aumentados leva
a um aumento dos niveis de varias citocinas e ocasiona mudangas na metilagdo do ADN
(Hermann & Sitdikova, 2021).

O H,S também regula varios processos fisiolégicos e tem um potencial de
neuroprotecdo. Assim, a diminuicdo dos niveis de H,S na hiperhomocisteinemia pode
também ser um fator contribuidor para esta neurotoxicidade. Ademais, o aumento dos
niveis de homocisteina é também conhecido como fator de risco para aterosclerose
sistémica e doenca cardiovascular, além de varias condi¢des oculares, como retinopatia
diabética e degenerescéncia macular relacionada com a idade. Esta disfungdo na
barreira entre a corrente sanguinea e a retina tem vindo a ser explicada pelo stresse
oxidante, stresse no reticulo endoplasmatico, inflamagao e alteragdes epigenéticas
causadas pela hiperhomocisteinemia (Hermann & Sitdikova, 2021).

A hiperhomocisteinemia é definida quando o nivel plasmatico é superior a 15
umol/L (Ravaglia et al., 2006). Observa-se um aumento dos niveis de Homocisteina em
cerca de 5-7% da populacdo no geral. O seu metabolismo depende da funcao de varias

enzimas, tais como a metionina sintase (MTR), a metiltetrahidrofolato redutase
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(MTHFR), a Cistationina B-sintase (CBS), a metionina sintase redutase (MTRR), entre
outros. Depende também da disponibilidade de cofatores, tais como a vitamina B6, B12

e folato (Ostrakhovitch & Tabibzadeh, 2019).

dump
d 5 10-metil Metileno tetrahidrofolato
T™P LU-meteno _ redutase (MTHFR)
TFH ™~
5-metil H,S
THF 2
® TFH /
Metionina M Homocisteina ————— Cistationina ———— Cisteina—— Glutationa
Mgtlonma Cistationina Cistationina
sintase sintase @ y-liase @
S-adenosil S-adenosil
metionina (SAM) homocisteina

@ Piridoxina (Vit. B6)
@ Folato (Vit. B9)

w @ Cobalamina (Vit. B 12)

Figura 3. Metabolismo da Homocisteina. Representacdo esquematica dos passos-chave
no metabolismo da homocisteina. THF = tetrahidrofolato, ATP = Adenosina Trifosfato,
H>S = sulfeto de hidrogénio. (Adaptado de Routes of AA carbon skeleton metabolism,
AMBOSS, 2024; Anti-inflammatory Role of Anthocyanins in the Prevention of
Hyperhomocysteinemia-Mediated Cardiometabolic Diseases, Bhatt et al., 2021; One-
Carbon Metabolism in Health and Disease, Ducker & Rabinowitz, 2017).

Os niveis de homocisteina sérica podem ser considerados como um biomarcador
sensivel da escassez de folato (Weinstein et al., 2001). Por sua vez, o metabolismo do
folato, ou vitamina B9, é a base de um conjunto alargado de transformacgdes, conhecido
como o metabolismo de monocarbonos (1C). Este é um processo metabdlico universal
e essencial para a fungao celular, onde ha ativagao e transferéncia de unidades de 1C
usadas para varios processos biossintéticos, como a sintese de purinas e pirimidinas,
metabolismo dos aminoacidos, como da metionina ou a remetilagcdo da homocisteina e
formagdo de S-adenosilmetionina (SAM). A SAM é doadora de aminopropil e metil
sendo, portanto, o agente primariamente responsavel pela metilagdio de ADN
(Weinstein et al., 2001). Enquanto a maioria das bactérias, fungos e plantas consegue
sintetizar folato, os animais, incluindo o ser humano, necessitam de consumir folato na
dieta. Devido ao seu papel essencial na sintese de acidos nucleicos, a inibicao do seu

metabolismo impede a proliferacdo celular (Ducker & Rabinowitz, 2017). Niveis
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inadequados de folato impedem a replicagdo de ADN e a divisao celular, tendo um
impacto negativo nos tecidos com divisao celular rapida, como a medula éssea, levando
a uma menor producio de células sanguineas (Zarembska et al., 2023). E na base deste
processo que estdo baseados os inibidores do metabolismo do folato, amplamente
usados na quimioterapia. Alguns exemplos destes farmacos com atuagdo neste
metabolismo sdo o metotrexato, um inibidor da dihidrofolato-redutase, o 5-fluorouracil
ou o pemetrexed (Ducker & Rabinowitz, 2017). A disrupgao deste metabolismo pode
interferir com a sintese, reparacdo e metilacdo de ADN, que por si acaba por levar a
promocdo da carcinogénese. Além disso, baixos niveis de folato podem causar
“chromosomal fragile sites”, que também podem estar envolvidos no aparecimento de
cancro. O HPV pode ser integrado no genoma do hospedeiro nesses “fragile sites”, ou
perto deles, contribuindo para o desenvolvimento de cancro cervical (Weinstein et al.,
2001).

Portanto, niveis elevados de homocisteina podem, como ja percebemos, levar a
lesao no ADN e stresse oxidante, fatores que sdao conhecidos como contribuidores para
a malignizagdo. Alguns estudos tém relacionado os niveis de homocisteina com a
possibilidade de desenvolvimento de alguns cancros (Rehman et al., 2020; Zhang et al.,
2015), nomeadamente o cancro do colo do utero (Weinstein et al., 2001).
Aparentemente, os niveis elevados de homocisteina podem estar associados a estadios
mais avangados, sem diferengas estatisticamente significativas em estadios ainda
iniciais (Hasan et al., 2019). Vdrios estudos clinicos epidemioldgicos (Peitz et al., 2024;
Piyathilake et al., 2004) tém mostrado que os niveis de folato podem ndo aumentar
diretamente o risco de displasia cervical, mas sim aumentar a infegao por HPV. Assim,
apesar da falta de associagdo estatistica significante entre os niveis de folato e displasia
cervical, estes ensaios clinicos indicam que o folato pode estar relacionado com o HPV
para o desenvolvimento de carcinogénese (Long et al., 2012).

Este aparente papel do folato na carcinogénese do tecido uterino tem levado a
varias investigacdes de polimorfismos nas enzimas relacionadas com o seu
metabolismo. Sabe-se que a enzima metileno tetrahidrofolato redutase (MTHFR) é
essencial para a regulacao do metabolismo do folato e metionina, ambos importantes

na metilagdo e sintese de ADN (Long et al., 2012).
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1.8. Gene MTHFR

O gene MTHFR estd localizado no braco curto do cromossoma 1 (1p36.3), é
composto por 12 exdes e tem 20 374 pares de bases (Zarembska et al., 2023). Fornece
instrugdes para a sintese da enzima metileno tetrahidrofolato redutase (MTHFR). Esta
enzima tem a fungdo de processar aminodcidos, sendo especialmente importante no
metabolismo do folato, também conhecido como vitamina B9 (MedlinePlus, sem data).

Durante a transcricdo do gene MTHFR ocorre excisdao (mais conhecido do inglés
como splicing) alternativa, que resulta em trés moléculas diferentes de mRNA, com
7074, 7018 e 7071 pares de bases, que codificam polipéptidos de 697, 656 e 696
aminoacidos, respetivamente. Tendo isto em conta, distinguem-se entdo 3 variantes do
transcrito do MTHFR humano: MTHFR 1, 2 e 3, que diferem na extremidade 5’. Assim,
os diferentes tamanhos dos transcritos sdo explicados pelos diferentes locais de
iniciagdo da transcrigao (Zarembska et al., 2023). Apesar de ainda ndo existir evidéncia
sobre a relevancia bioldgica desta variabilidade de transcricdo, foram descobertos
polipéptidos de aproximadamente 77kDa nos tecidos humanos, enquanto uma isoforma
proteica de 70kDa foi detetada apenas no tecido hepatico humano (Homberger et al.,
2000).

A enzima MTHFR, que é NADPH-dependente (Ducker & Rabinowitz, 2017), tem
uma grande importancia no metabolismo do folato e da homocisteina (Zarembska et al.,
2023). A MTHFR catalisa a reducdo do 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-metileno-
THF), uma forma de folato, em 5-metiltetrahidrofolato (5-metil-THF), uma forma
diferente de folato (Figura 3). O 5,10-metileno-THF é também essencial para a
conversdo de monofosfato de uridina (dUMP) em monofosfato de timidina (dTMP)
(Hajiesmaeil et al., 2016).

O 5-metil-THF é o metabolito biologicamente ativo que advém da ingestao de
acido félico (Zarembska et al., 2023). E a forma primaria de folato encontrada na
corrente sanguinea (Ducker & Rabinowitz, 2017), representando cerca de 90% da
concentracdo total de folato (Zarembska et al., 2023). O acido félico em si ndo tem a
capacidade de funcionar como uma coenzima. Necessita de ser reduzido em
dihidrofolato (DHF) e posteriormente em THF (Zarembska et al., 2023). O 5-metil-THF é
necessario para o processo de conversdao, mais especificamente remetilagao, do

aminodacido homocisteina no aminoacido metionina. Neste processo, a homocisteina é
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substrato da enzima metionina-sintase (MTR), que é dependente da cobalamina
(vitamina B12) (Ducker & Rabinowitz, 2017). Esta reacdo catalisada pela metionina
sintase tem também como produto o tetrahidrofolato que, tal como o metilenoTHF, esta
envolvido na sintese de purinas (Bicho, 2011).

O processo de remetilagao da homocisteina é de extrema importancia fisioldgica,
pois a metionina é um substrato usado para a formacdo de proteinas e outros
componentes importantes, nomeadamente a SAM, através da SAM sintetase. A SAM é
o segundo cofator enzimatico mais comum, a seguir ao ATP (Ducker & Rabinowitz,
2017), e é necessaria, como ja exposto previamente, para a metilagdo de citosinas,
lisinas e histonas no ADN e regula¢do da transcrigao génica (Hajiesmaeil et al., 2016).

Existem varias patologias associadas a alteragdes neste gene, tais como a
homocistinuria, alopecia areata, anencefalia, espinha bifida e surdez relacionada com a

idade (MedlinePlus, sem data).

1.8.1. Polimorfismos do gene MTHFR

A primeira documentagdao do envolvimento do gene MTHFR numa doenga foi
reportada em 1972, por Mudd et al. e foi responsavel por identificar doentes com
homocistinuria, que foi atribuida a uma deficiéncia significativa na MTHFR obtida a partir
de fibroblastos (Mudd et al., 1972).

Atualmente, tém sido identificados varios polimorfismos de nucledtidos simples
(SNPs, do inglés single nucleotide polymorphism) no gene MTHFR. No entanto, estudos
epidemioldgicos tém mostrado que os mais frequentes sdo C677T e A1298C, que afetam
a atividade enzimdtica e podem condicionar um risco maior ou menor de
desenvolvimento de varios tipos de cancro (Botezatu et al., 2013; Hajiesmaeil et al.,
2016).

A mutacdo mais comum € a transi¢cdo de uma citosina (C) para uma timina (T) no
nucledtido 677 (C677T) no exdo 4, que resulta na substituicdo do aminoacido alanina
por uma valina. Isto afeta o dominio catalitico da enzima, culminando na redugdo da sua
atividade (Hajiesmaeil et al., 2016; Long et al., 2012). Este local é crucial para a ligacdo

do dinucleétido de flavina e adenina (FAD) e para a estabilidade enzimatica. O alelo
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677T, ou seja, o alelo mutado, codifica uma enzima termoldbil com atividade reduzida e
menor afinidade para o seu cofator FAD (Zarembska et al., 2023).

A atividade residual da enzima MTHFR é cerca de 18-22% nos individuos
homozigoéticos (TT) para esta mutacdo, e de 56% para os heterozigoticos (CT) (Botezatu
et al., 2013). Os individuos heterozigéticos, com alguma disfun¢do na sintese de 5-metil-
THF, tém demonstrado uma ligeira elevagao dos niveis plasmaticos de homocisteina
(Zarembska et al., 2023).

A homozigotia do polimorfismo C677T foi frequentemente associada a
diferentes tipos de cancro (colorretal, carcinoma hepatocelular) e doencas
cardiovasculares (Botezatu et al., 2013).

As variacdes genéticas que levam a uma menor atividade da enzima MTHFR
podem diminuir os niveis de folato, essencial para a sintese de pirimidinas e purinas,
gue por sua vez sao importantes para a reparagdao de ADN. Podem também diminuir os
niveis de SAM, necessarios para metilacgdio do ADN (Bicho, 2011; Hajiesmaeil et al.,
2016). Isto é relevante porque esta enzima mantém os padrées de metilagdo de ADN e
é uma forma essencial de controlo epigenético na estabilidade do genoma e regulacao
da transcricdo génica (Botezatu et al., 2013). Assim, variantes neste gene vao levar a
uma expressao génica instdvel, diminuicdo nos mecanismos de reparacao do ADN, com
consequente aumento das lesdes no ADN e, como tal, um risco aumentado de
carcinogénese. Por outro lado, uma diminuicao da atividade da enzima MTHFR aumenta
a disponibilidade de 5,10-metileno-THF, que aumenta a sintese de dTMP a partir de
dUMP, levando a diminuigdo da incorporagdo de uracilo no ADN, e diminuindo assim o
risco de carcinogénese (Hajiesmaeil et al., 2016).

Como ja referido anteriormente, a diminui¢do da atividade enzimdatica MTHFR
através do polimorfismo C677T tem sido associada a diferentes tipos de cancro (Chen et
al., 1996; Kimura et al., 2000; Petrone et al., 2021; Shen et al., 2001). Algumas meta-
analises sugerem que este polimorfismo pode nao estar associado ao cancro do colo do
utero (Xu et al., 2013; Yi et al., 2016). Pelo contrario, outra meta-analise sugere que o
polimorfismo C677T esta associado ao risco de cancro do colo do Utero na populacdo
asiatica, sendo necessdria uma investigacdo mais detalhada na populacdo caucasiana
(Guo, 2012). Luo et al. sugere que este gendtipo pode estar associado a um risco ligeiro

de neoplasia cervical na populacdo caucasiana, apesar do estudo ndo apresentar
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robustez estatistica (Luo et al.,, 2012). Ainda outra meta-andlise sugere que o
polimorfismo C677T aumenta substancialmente o risco de cancro cervical invasivo, mas
no modelo recessivo (Yu et al., 2013). Também ha meta-analises que sugerem que esta
associacdo pode ser especifica de raca (Mei et al., 2012; Wu et al., 2013). Apesar de
tudo, um estudo realizado na populagdo portuguesa nao mostrou associagdao entre o
polimorfismo C677T do MTHFR e infe¢do por HPV ou lesGes cervicais major (Inécio et
al.,, 2023). Assim, torna-se evidente a necessidade de uma maior investigacdo para

perceber o verdadeiro papel deste polimorfismo na carcinogénese uterina.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo estudar os niveis de homocisteina circulante na
doenga e na sua severidade e compreender o papel modulador do gene MTHFR nesse
fendtipo (desenvolvimento de cancro do colo do Utero e das suas lesdes precursoras).

O polimorfismo em estudo é o C677T do gene MTHFR.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizacdao da amostra populacional

Neste estudo foi utilizada uma base de dados, com dados previamente obtidos,
disponibilizados de forma organizada. Foram estudadas 63 mulheres, que se
subdividiram num grupo patolégico (que inclui os grupos LSIL, HSIL e ICC) de 32
mulheres, e num grupo controlo de 31 mulheres sem patologia.

As amostras dos grupos com patologia foram colhidas de mulheres previamente
referenciadas ao Instituto Portugués de Oncologia Francisco Gentil de Lisboa e do Porto.
Por sua vez, as amostras obtidas para o grupo controlo foram fornecidas pelo
Laboratério de Genética da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa.

Os valores dos niveis de concentragdo de homocisteina obtidos do plasma estao

expressos em umol/L.

3.2. Andlise estatistica

Foi realizada analise estatistica dos dados organizados nesta base de dados
através do software IBM SPSS Statistics, versao 29.0.1.1, para Mac OS.
As 3 populagdes com patologias foram comparadas com o grupo controlo da
seguinte forma:
e Grupo Controlo vs. Grupo ICC;
e Grupo Controlo vs. Grupo HSIL+ICC;
e Grupo Controlo vs. Grupo LSIL+HSIL+ICC.
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Foi avaliada a normalidade da varidvel “Concentragéo de Homocisteina” (Hcys) e
da varidvel “Idade” para as populagdes em estudo. Para esta analise estatistica, utilizou-
se o teste Kolmogorov-Smirnov sempre que o numero de individuos da amostra era igual
ou superior a 30, e o teste Shapiro-Wilk quando o nimero de individuos era inferior a
30. A distribuicao foi considerada normal sempre que p > 0,05. Para populagdes com
distribuicao normal sdao apresentados os valores da média e desvio padrao. Por sua vez,
nas populagdes com distribuigao ndo normal é apresentada a mediana, valor minimo e
valor maximo.

Para averiguar se existiam diferencas significativas entre populacbes para a
variavel Hcys, realizou-se o teste nao paramétrico U de Mann-Whitney. Para um valor
de p £ 0,05, foi considerada a existéncia de diferencas estatisticamente significativas.

Foi também efetuado o teste de Regressao Logistica Bindria, com ajuste dos

valores de p para a idade.

Posteriormente, realizaram-se mais testes para perceber a influéncia do
gendtipo do MTHFR nos niveis de homocisteina, apenas na populagdo com HPV (ou seja,
no grupo LSIL+HSIL+ICC). A anadlise estatistica do polimorfismo do gene MTHFR foi
realizada com o teste T-student e seguiu os seguintes modelos:

e Comparagdo da presenga do alelo mutante (CT + TT) versus auséncia do alelo
mutante (CC);
e Comparacdo entre a presenca de gendtipo mutante (TT) versus os restantes

genodtipos (CC + CT).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagcao da amostra populacional

Como previamente descrito, este estudo foi realizado com recurso a uma base
de dados com 63 mulheres, sendo constituido por um Grupo Controlo e um Grupo
patolégico, que, por sua vez, é constituido por varias categorias de lesdes,
nomeadamente LSIL, HSIL e ICC. O Grupo Controlo é constituido por 31 mulheres, sem
patologia do colo do utero.

Através do teste Kolmogorov-Smirnov, averiguou-se uma distribuicdo normal da
idade no Grupo Controlo (p = 0,200) e para o Grupo LSIL+HSIL+ICC (p = 0,200). Através
do teste Shapiro-Wilk, determinou-se uma distribuicdo normal da idade para Grupo ICC
(p=0,719) e para o Grupo HSIL+ICC (p = 0,481).

As idades do Grupo Controlo apresentam uma média de 60 anos, com um desvio
padrdo de 1,275.

Por sua vez, as idades do Grupo ICC possuem uma média de 50 anos, com desvio
padrdo de 2,635.

As idades do Grupo HSIL+ICC apresentam uma média de 49,10 anos, com desvio
padrdo de 2,461.

Por ultimo, as idades do Grupo LSIL+HSIL+ICC tém uma média de 42,69 anos, com

um desvio padrao de 2,350.

Apds a andlise descritiva das idades, realizou-se o teste T de Student para amostras
independentes. Com este teste averiguou-se que existem diferencas significativas entre
as idades do Grupo Controlo e as idades do Grupo ICC (p = 0,002); entre as idades do
Grupo Controlo e as idades do Grupo HSIL+ICC (p < 0,001) e entre as idades do Grupo
Controlo e as idades do Grupo LSIL+HSIL+ICC (p < 0,001).
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4.2. Associacao entre os niveis de Homocisteina e diferentes graus de lesao do
colo do utero

De modo avaliar a influéncia dos niveis de homocisteina circulante na severidade da
patologia do colo do utero, realizou-se uma analise estatistica para a varidvel Hcys.
Através do teste Kolmogorov-Smirnov, averiguou-se uma distribuicdo ndao normal dos
niveis de homocisteina para o Grupo Controlo (p < 0,001) e uma distribuicdo normal
para o Grupo LSIL+HSIL+ICC (p = 0,200). Através do teste Shapiro-Wilk, determinou-se
uma distribuicdo normal de homocisteina para Grupo ICC (p = 0,942) e para o Grupo

HSIL+ICC (p = 0,909).

No grupo Controlo verificou-se que a concentragao de homocisteina varia entre o
valor minimo de 1,822 umol/L e o maximo de 168,625 pmol/L, com uma mediana de
13,016 umol/L. Estes dados encontram-se representados nas Tabelas 3, 4 e 5.

Ao observar esta grande amplitude de valores, reparou-se que o valor de
homocisteina de 168,625 umol/L era muito discrepante (outlier extremo) em relagdo

aos restantes, como se pode observar na Figura 4.

Foi, entdo, criada uma varidvel Hcys sem esse outlier extremo e repetidos os testes
estatisticos. Este novo Grupo Controlo sem outlier, constituido por 30 mulheres, nao

apresenta distribuicdo normal segundo o teste Ko/lmogorov-Smirnov (p = 0,002).
O Grupo Controlo sem o outlier extremo tem niveis de homocisteina que variam

entre o minimo de 1,822 umol/L e maximo de 72,753 umol/L, com uma mediana de

12,29 umol/L. Estes dados encontram-se representados nas Tabelas 6, 7 e 8.
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Figura 4. Distribuicdo de dados da concentracio de homocisteina sérica no Grupo
Controlo. E possivel observar o valor outlier extremo. Hcys = Homocisteina.

O Grupo ICC é constituido por 18 mulheres, com carcinoma invasivo do colo do
utero. Neste grupo os niveis de homocisteina variam entre o valor minimo e maximo
0,524 e 14,961 umol/L, respetivamente, apresentando uma mediana de 6,967 umol/L.

Estes dados estdo resumidos nas Tabelas 3 e 6.

O Grupo HSIL+ICC contém 20 mulheres, que apresentam lesdo pavimentosa
intraepitelial de alto grau ou carcinoma invasivo do colo do utero. Verificou-se que os
valores da concentragdo de homocisteina neste grupo variam entre 0,524 umol/L (valor
minimo) e 14,961 umol/L (valor maximo), com uma mediana de 6,967 umol/L. Estes

dados estdao resumidos nas Tabelas 4 e 7.

O Grupo LSIL+HSIL+ICC é constituido por 32 mulheres, com lesdao pavimentosa de
baixo ou alto grau ou carcinoma invasivo do colo do Utero. Neste grupo os niveis de
homocisteina variam entre valor minimo e maximo de 0,524 e 14,961 umol/L,
respetivamente, apresentando uma mediana de 5,546 umol/L. Estes dados estdo

resumidos nas Tabelas 5 e 8.
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Como o Grupo Controlo nao segue uma distribuicao normal, realizou-se o teste U de
Mann-Whitney para duas amostras independentes. Aqui, verificou-se que ha uma
diferenga estatisticamente significativa entre os niveis de homocisteina do Grupo
Controlo com o outlier e os dos niveis do Grupo ICC (p = 0,012) (Tabela 3), do Grupo
HSIL+ICC (p = 0,008) (Tabela 4) e do Grupo LSIL+HSIL+ICC (p < 0,001) (Tabela 5).
Realizou-se também o teste de Regressao Bindria Logistica, com ajuste para a idade,

tendo-se perdido a significancia das analises anteriores.

Tabela 3. Comparacdo estatistica dos valores de Homocisteina entre os Grupos

Controlo, com outlier, e o Grupo ICC

Controlo ¢/ outlier ICC
mediana mediana Valor p ndo Valor p
min.-max. min.-max. ajustado? ajustado?
(N) (N)
13,016 6,967
1,822 - 168,635 0,524 - 14,961 0,012 0,093
(31) (18)

1Teste U de Mann-Whitney — as medidas consideradas foram mediana, min-max., (N).
2 Regressao Logistica Binaria — ajustado para a idade.

Tabela 4. Comparacdo estatistica dos valores de Homocisteina entre os Grupos

Controlo, com outlier, e o Grupo HSIL+ICC

Controlo ¢/ outlier HSIL+ICC
mediana mediana Valor p ndo Valor p
min.-max. min.-max. ajustado? ajustado?
(N) (N)
13,016 6,967
1,822 - 168,635 0,524 -14,961 0,008 0,094
(31) (20)

1Teste U de Mann-Whitney — as medidas consideradas foram mediana, min-max., (N).
2 Regressdo Logistica Binaria — ajustado para a idade.
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Tabela 5. Comparacdo estatistica dos valores de Homocisteina entre os Grupos

Controlo, com outlier, e o Grupo LSIL+HSIL+ICC

Controlo ¢/ outlier LSIL+HSIL+ICC
mediana mediana Valor p ndo Valor p
min.-max. min.-max. ajustado? ajustado?
(N) (N)
13,016 5,546
1,822 - 168,635 0,524 - 14,961 < 0,001 0,072
(31) (32)

1Teste U de Mann-Whitney — as medidas consideradas foram mediana, min-max., (N).
2 Regressdo Logistica Binaria — ajustado para a idade.

Realizou-se o mesmo para o Grupo Controlo sem o outlier, tendo-se verificado uma
diferenca estatisticamente significativa entre os niveis de homocisteina do Grupo
Controlo sem outlier e os niveis do Grupo ICC (p = 0,017) (Tabela 6), do Grupo HSIL+ICC
(p = 0,011) (Tabela 7) e do Grupo LSIL+HSIL+ICC (p < 0,001) (Tabela 8). Realizou-se
também o teste de Regressdao Bindria Logistica, com ajuste para a idade, tendo-se

perdido a significancia das andlises anteriores.

Tabela 6. Comparacdo estatistica dos valores de Homocisteina entre os Grupos

Controlo, sem outlier, e o Grupo ICC

Controlo s/ outlier ICC
mediana mediana Valor p ndo Valor p
min.-max. min.-max. ajustado? ajustado?
(N) (N)
12,287 6,967
1,822 -72,753 0,524 - 14,961 0,017 0,093
(30) (18)

1Teste U de Mann-Whitney — as medidas consideradas foram mediana, min-max., (N).
2 Regressdo Logistica Binaria — ajustado para a idade.
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Tabela 7. Comparagao estatistica dos valores de Homocisteina entre os Grupos

Controlo, sem outlier, e o Grupo HSIL+ICC

Controlo s/ outlier HSIL+ICC
mediana mediana Valor p ndo Valor p
min.-max. min.-max. ajustado? ajustado?
(N) (N)
12,287 6,967
1,822 -72,753 0,524 - 14,961 0,011 0,094
(30) (20)

1Teste U de Mann-Whitney — as medidas consideradas foram mediana, min-max., (N).

2 Regressdo Logistica Binaria — ajustado para a idade.

Tabela 8. Comparacdo estatistica dos valores de Homocisteina entre os Grupos

Controlo, sem outlier, e o Grupo LSIL+HSIL+ICC

Controlo s/ outlier | LSIL+HSIL+ICC
mediana mediana Valor p ndo Valor p
min.-max. min.-max. ajustado? ajustado?
(N) (N)
12,287 5,546
1,822 -72,753 0,524 -14,961 < 0,001 0,072
(30) (32)

1Teste U de Mann-Whitney — as medidas consideradas foram mediana, min-max., (N).
2 Regressdo Logistica Binaria — ajustado para a idade.

A andlise com e sem outlier, resultou em valores de p semelhantes. Assim, assumiu-
se que este valor discrepante nao influencia os resultados obtidos. Os resultados desta

analise estatistica estao representados nas Tabelas 3-8.

4.3. Associacdo entre os Genétipos de MTHFR e os niveis de Homocisteina

De modo a perceber a influéncia do gendtipo do MTHFR nos niveis de homocisteina,
na populagao com HPV, realizou-se uma analise estatistica entre os diferentes gendtipos
em estudo, tendo por objetivo perceber se a presen¢a do alelo mutante (T) ou do
gendtipo homozigdtico mutante (TT) teriam alguma influéncia nos niveis de

homocisteina.
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Através do teste Shapiro-Wilk, determinou-se uma distribuicdo normal de
homocisteina para Grupo TT (p = 0,144), para o Grupo CC+CT (p = 0,574), para o grupo
CC(p=0,694), e para o Grupo CT+TT (p = 0,108).

O Grupo TT tem um total de 3 individuos, uma média de niveis de homocisteina de
4,699 umol/L e um desvio padrdo de 2,595.

Por sua vez, o Grupo CC+CT tem um total de 26 individuos, uma média de niveis de
homocisteina de 5,920 umol/L e um desvio padrdo de 0,712.

O Grupo CC apresenta um total de 12 individuos, tendo uma média de niveis de
homocisteina de 5,682 umol/L e um desvio padrdo de 1,031.

Por fim, o Grupo CT+TT possui um total de 17 individuos, tendo uma média de niveis

de homocisteina de 5,873 umol/L e um desvio padrdo de 0,925.

Posteriormente, realizou-se o teste T de Student para amostras independentes. Com
este teste verificou-se que nao existem diferengas significativas entre os niveis de
homocisteina entre o Grupo TT e o Grupo CC+CT (p = 0,593) (Tabela 9). Adicionalmente,
concluiu-se também que ndo existem diferengas significativas entre os niveis de

homocisteina entre o Grupo CT+TT e o Grupo CC (p = 0,893) (Tabela 10).

Tabela 9. Comparagao dos valores de Homocisteina entre o Grupo TT e o Grupo CC+CT

Homocisteina MTHFR TT | Homocisteina MTHFR CC+CT
média + desvio padrao média + desvio padrao Valor p?
(N) (N)
4,699 + 2,595 5,920+ 0,712
0,593
(3) (26)

! Teste T de Student — as medidas consideradas foram média + desvio padrdo (N).

Tabela 10. Comparagao dos valores de Homocisteina entre o Grupo CT+TT e o Grupo CC

Homocisteina MTHFR CT+TT | Homocisteina MTHFR CC
média + desvio padrao média + desvio padrao Valor p?!
(N) (N)
5,873+ 0,925 5,682 + 1,031
0,893
(17) (12)

! Teste T de Student — as medidas consideradas foram média + desvio padrdo (N).
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5. DISCUSSAO

O cancro do colo do Utero é o quarto cancro mais frequentemente diagnosticado
e a quarta causa de morte por cancro em mulheres, a nivel mundial (Sung et al., 2021).
O principal fator de risco é a infegdo pelo HPV, causa necessdria, apesar de nao
suficiente, para o desenvolvimento desta patologia (Teixeira et al., 2019),
principalmente pelos subtipos de alto risco (Crosbie et al., 2013).

O metabolismo da homocisteina é crucial para a metilagdo e sintese de ADN.
Uma disfungao no seu metabolismo pode levar a um aumento das suas concentragdes
no plasma. A presenga de hiperhomocisteinemia tem sido associada a um aumento da
producao de radicais livres, stresse oxidante, inflamacdo sistémica e aumento do risco
de desenvolvimento de diversas patologias, incluindo de cancro. A via de destoxificagao
de homocisteina inclui varias enzimas que estao envolvidas no metabolismo da
homocisteina. Assim, mutacdes nestas enzimas podem contribuir para o
desenvolvimento de cancro (Koklesova et al., 2021). Mais especificamente, tem sido
feita uma associagdo entre polimorfismos no gene MTHFR e o desenvolvimento de
cancro. Uma meta-andlise que incluiu mais de 19 000 doentes e mais de 23 000
controlos saudaveis mostrou que a variante C677T é a mais comumente associada ao
cancro do ovdrio e da mama (He & Shen, 2017). Em relagdo ao cancro do colo do utero
e suas lesdes precursoras, ainda ndo hd um consenso, existindo resultados discordantes
na literatura (Guo, 2012; Inacio et al., 2023; Luo et al., 2012; Xu et al., 2013; Yi et al.,

2016; Yu et al., 2013).

5.1. Discussao da caracterizacao da amostra populacional

Relativamente a amostra populacional do estudo, observou-se uma diferenca
estatisticamente significativa na média das idades entre o Grupo Controlo e o Grupo ICC
(p = 0,002), assim como entre o Grupo Controlo e o Grupo HSIL+ICC (p < 0,001) e entre
o Grupo Controlo e o Grupo LSIL+HSIL+ICC (p < 0,001). O Grupo Controlo possui uma

média de 60 anos. Em relagao aos grupos com patologia do colo do utero, o Grupo ICC
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apresenta uma média de 50 anos, o Grupo HSIL+ICC uma média de 49,10 anos, e o Grupo
LSIL+HSIL+ICC uma média de 42,69 anos.

Segundo a Organizacdao Mundial de Saude, o cancro do colo do Utero afeta mais
mulheres com idades compreendidas entre os 45 e os 60 anos (WHO, 2022). Assim, é
possivel concluir que as idades médias dos grupos com patologia deste estudo estao
dentro do previsto.

Como ja anteriormente exposto, a progressao da infecdo persistente por um HPV de
subtipo de alto risco para cancro do colo do utero é bem conhecida (Crosbie et al., 2013).
A lesdo intraepitelial de baixo grau pode progredir lentamente para uma lesao
intraepitelial de alto grau e, eventualmente, cancro invasivo (Cohen et al., 2019). Neste
estudo, as mulheres do Grupo Controlo apresentam uma média de idades superior a das
mulheres dos grupos com patologia no colo do utero. Assim, torna-se questionavel a
necessidade de realizagdo de um ajuste para a idade, dado que as mulheres do Grupo
Controlo tém uma média de idades superior a média de aparecimento desta doenga.
Este ajuste faria mais sentido caso o Grupo Controlo tivesse uma média de idades
inferior aos grupos com patologia, ou inferior a 60 anos, ja que ainda teria alguma

probabilidade de vir a desenvolver lesao do colo do utero.

5.2. Associagao entre os niveis de Homocisteina e diferentes graus de lesao do
colo do utero

Niveis elevados de homocisteina podem levar a lesdo no ADN e stresse oxidante,
fatores que contribuem para a malignidade (Weinstein et al., 2001). Ja existem alguns
estudos que relacionaram os niveis de homocisteina com o desenvolvimento de alguns
cancros (Rehman et al., 2020; Zhang et al., 2015), inclusivamente o cancro do colo do
utero (Weinstein et al., 2001). No entanto, a associacdo entre os niveis de homocisteina

e o desenvolvimento de cancro do colo do Utero ainda ndo é clara.

Neste estudo observaram-se diferengas estatisticamente significativas entre os
niveis de homocisteina do Grupo Controlo, com e sem outlier, e todos os restantes
grupos com patologia (Tabelas 3-8). Através da analise descritiva dos niveis de

homocisteina nos diferentes grupos, observa-se que o Grupo Controlo tem uma
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mediana de concentragdo plasmatica de homocisteina superior em relagdo aos
restantes grupos com patologia. No entanto, ao realizar o teste de Regressao Logistica
Bindria, com o ajuste para a idade, os resultados deixam de ter significado estatistico.

Portanto, neste estudo, o nivel mais elevado de homocisteina no Grupo Controlo
em relacdo aos grupos com HPV, sugere que o aumento dos niveis de homocisteina
circulante no plasma possa ser um fator protetor para o risco de desenvolvimento de
cancro do colo do Utero. Todavia, esta observacdo ndo esta de acordo com o descrito na
literatura, previamente descrita neste trabalho.

Os niveis de Homocisteina no Grupo Controlo poderao estar mais elevados por
esta populagdo ser mais envelhecida. A concentragdao de homocisteina sérica aumenta
com a idade e atinge 16,5 + 0,5 umol/L em pessoas com 65 anos de idade. As
concentragdes mais elevadas de Homocisteina sao encontradas em individuos com uma
idade igual ou superior a 75 anos (Ostrakhovitch & Tabibzadeh, 2019). Esta pode ser
uma possivel razao para a perda do fator protetor que se observa quando se faz o ajuste
para a idade.

As elevagOes da concentragao de Homocisteina plasmatica nas pessoas com
maior idade podem dever-se a disfungdo das enzimas envolvidas no metabolismo da
homocisteina e vitaminas B, deficiéncias nutricionais nos cofatores vitaminicos ou
outras condicdes do estilo de vida, como o uso de farmacos. Uma idade avancada
também pode condicionar alteragdes na fung¢dao renal, afetando a excregdo de
Homocisteina, podendo levar a aumento dos seus niveis plasmaticos (Ostrakhovitch &
Tabibzadeh, 2019). Além disto, podem existir outros fatores confundidores que
influenciam os niveis de Homocisteina no plasma além da idade, tais como a presenca
de deficiéncias nutricionais e vitaminicas, obesidade, inatividade fisica, hipertensao, etc.
Sabe-se também que alguns farmacos, tais como fibratos, metotrexato e
anticonvulsivantes (como a carbamazepina e o valproato) podem interferir com os
cofatores das vitaminas envolvidas no metabolismo da Homocisteina. O consumo de
alcool e de tabaco também podem influenciar estes resultados (Ostrakhovitch &
Tabibzadeh, 2019). Assim, em investigagdes futuras, seria pertinente ter em conta estes

diversos fatores, realizando ajustes dos niveis de homocisteina a cada um deles.
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O polimorfismo C677T do MTHFR esta associado a uma redugao de cerca de 50-
60% da atividade enzimatica, o que conduz a um aumento do stresse oxidante. De forma
a restabelecer a homeostasia e prevenir a disfungdao endotelial provocada pela
acumulacdo de espécies reativas de oxigénio, as células promovem um processo de
destoxificacdo, que consome altos niveis de glutationa (GSH), um antioxidante
importante. No entanto, na presenga do gendtipo 677TT, ou seja, nos individuos
homozigéticos, ha uma deplecdo ainda maior de GSH. Isto acontece porque, com altos
niveis de Homocisteina, esta sofre auto-oxidacdo, deixando de ocorrer a
transsulfuragao, que depois iria ser responsavel por culminar na sintese de GSH. Este
processo aumenta, entdo, o dano celular (Zarembska et al., 2023). Neste estudo, a
diminuicdo dos niveis de homocisteina nas mulheres com algum grau de lesdo do colo
do utero pode estar também relacionada com um provavel aumento da sintese hepatica
de GSH. Isto pode acontecer pelo facto da GSH estar ja a ser utilizada no processo de
metabolizagao de derivados do tabaco potencialmente carcinogénicos e das hormonas
esteroides sexuais (Bicho, 2011). No entanto, neste estudo, ndo foi tido em conta o
consumo de tabaco ou toma de contracetivos orais. Assim, estes fatores podem ter

influenciado os resultados observados.

5.3. Associagao entre os Gendtipos de MTHFR e os niveis de Homocisteina
Neste estudo, a analise da associagdo do polimorfismo C677T no gene MTHFR
nos niveis de Homocisteina nas popula¢cdes com patologia do colo do Utero ndo mostrou

resultados estatisticamente significativos.

A prevaléncia do polimorfismo C677T do MTHFR varia com a etnicidade e a
localizacdo geogréfica, sendo relativamente frequente a nivel mundial (Zarembska et al.,
2023). Uma meta-analise mostrou que a prevaléncia mundial do alelo T foi estimada em
24%, enquanto a ocorréncia do gendtipo TT foi 7,7%. Ao avaliar os diferentes subgrupos,
é possivel observar que a populacdo europeia ocupa o primeiro lugar, com uma
prevaléncia do alelo T de 34%. A prevaléncia mais elevada do genétipo TT também esta

atribuida ao subgrupo europeu (Yadav et al., 2014). Neste estudo ndo foi tida em
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consideragao a etnicidade das participantes, o que pode ter influenciado de alguma

forma os resultados obtidos.

E também de realcar que a amostra populacional deste estudo é pequena. Esta
é, provavelmente, uma possivel razao importante para a falta de significancia estatistica
observada. Assim, em futuros estudos relacionados com o polimorfismo C677T no gene
MTHFR, com uma maior amostra populacional e consequente robustez de resultados,
seria pertinente colher plasma das mulheres em estudo e avaliar os valores séricos da
concentracdao de homocisteina. A colheita destes valores é um método facil, pouco
invasivo e barato (Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, 2024). Isto poderia
ajudar a esclarecer se, pelo menos na populacdo portuguesa, existe alguma associacao
entre o polimorfismo no MTHFR e os niveis de homocisteina.

Caso se verificassem associagdes, seria pertinente estudar se a suplementagao
vitaminica, aumento do consumo na dieta ou outras medidas que visem baixar os niveis
de homocisteina seriam uma forma de prevengao do desenvolvimento do cancro. Até
ao momento, existem dados limitados e insuficientes sobre o beneficio da
administra¢do de folato na recorréncia da neoplasia intraepitelial cervical (Sabihi et al.,
2022). Isto pode ser relevante porque o folato tem uma relagdo inversa com a
homocisteina (Koklesova et al., 2021). Um estudo ja demonstrou que a suplementacao
de 5mg diarios de folato durante 6 meses tinha o potencial de regredir o CIN1, e
melhorar os niveis de homocisteina e de outros marcadores de inflamacdo e stresse
oxidante (Asemi et al.,, 2016). Por sua vez, outro estudo recente mostrou que a
suplementagao com folato, apesar de ter mostrado alguns efeitos benéficos em certos
biomarcadores, ndo alterou a recorréncia de CIN II/lll em mulheres obesas com
deficiéncia de folato (Sabihi et al., 2022). Também ja se tem correlacionado o status do
folato e a metilagdo aberrante de ADN com a histéria natural da infegao por HPV (Flatley
et al., 2009). Uma revisdo sistematica, que avaliou resultados de 20 estudos, mostrou
gue a inclusdo de alguns suplementos na dieta, onde estava incluido o folato, poderia
ter efeitos benéficos em individuos com cancro do colo do Utero (Gholamalizadeh et al.,
2023). Assim, a literatura sugere um potencial papel da suplementacdo com folato na
prevencdo de lesdes relacionadas com o cancro do colo do Utero, devido as suas

propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes.
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Ja se tem estudado o papel da Homocisteina como biomarcador de diversas
patologias, como na doenca cardiovascular, distirbios neuroldgicos, diabetes, vitiligo,
disfuncdo renal e, inclusivamente, cancro (Rehman et al., 2020; Smith & Refsum, 2021).
Em relagao ao HPV, ja se colocou a hipétese dos niveis de Homocisteina poderem ser
usados como marcador tumoral, em casos de carcinoma oral de células pavimentosas,
apesar de serem necessarios mais estudos com amostras maiores e que descartem a
influéncia de fatores dietéticos (Palaskar et al., 2022). No entanto, até a data, em relagdo
ao cancro do colo do utero e suas lesGes precursoras, ainda existe pouca evidéncia
disponivel. Assim, sugere-se também a realizacdo de estudos que investiguem o papel
potencialmente preditor dos niveis de homocisteina em relacdo ao risco de progressao
de lesdes do colo do utero para cancro invasivo. Descobertas neste campo podem

permitir o uso deste biomarcador na pratica clinica, no futuro.
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6. CONCLUSAO

O cancro do colo do Utero é a quarta causa de morte por cancro em mulheres, a
nivel mundial, sendo um importante problema de saude publica. O principal fator de
risco para o seu aparecimento é a infecdo pelo virus do papiloma humano,
principalmente pelos subtipos de alto risco. Apesar desta infegdo ser atualmente
considerada necessaria para o desenvolvimento de lesGes no colo do utero, nao é
suficiente.

O metabolismo da homocisteina é crucial para a metilagdo de ADN. Uma
disfungdo no seu metabolismo pode levar a um aumento das suas concentragdes no
plasma, com um consequente aumento da produgao de radicais livres, stresse oxidante,
inflamacao sistémica e risco de desenvolvimento de diversas patologias, incluindo de
cancro. Assim, mutagdes nas enzimas envolvidas no seu metabolismo podem contribuir
para o desenvolvimento de cancro. O polimorfismo C677T no gene MTHFR, que codifica
uma enzima envolvida no metabolismo da homocisteina, tem vindo a ser descrito na
literatura como um provavel risco de desenvolvimento de cancro. No entanto, em
relacdo ao cancro do colo do Utero e suas lesdes precursoras, ainda ndo hd um consenso.

Os resultados deste estudo mostraram que o gene MTHFR nao modula os niveis
de homocisteina em mulheres com infegdo por HPV e os niveis de homocisteina ndo sao
maiores em mulheres com patologia.

No entanto, dado as limitacdes deste trabalho, recomenda-se a realizacdo de
mais investigagdes que estudem o papel da homocisteina e do folato, associado ao papel
de outras variantes genéticas que participem neste metabolismo, com amostras
populacionais que contenham um maior niumero de participantes, de forma a obter uma

maior qualidade de resultados.
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