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Resumo

O cancro do colo do ttero é um dos cancros mais comuns na populacao feminina. Esta
neoplasia pode desenvolver-se a partir de lesoes intraepiteliais que podem ter origem em
infecGes persistentes por HPV de alto risco. Estas infecOes se nao forem detetadas e

tratadas precocemente, podem evoluir para cancro do colo do ttero.

O virus do papiloma humano é um virus de ADN que pertence a familia Papillomaviridae,
sendo um dos virus sexualmente mais transmissiveis. O HPV tem mais de 200 subtipos
podendo ser dividido em grupos de alto e de baixo risco, estando os grupos de alto risco

mais relacionados com infecGes persistentes e o desenvolvimento de patologias.

Neste trabalho pretendeu-se estudar a presenca e a influéncia do genétipo “null” do GSTT1
no desenvolvimento de lesao por HPV. A GSTT1 pertence a uma familia de enzimas de fase
II que atuam no metabolismo xenobibtico conjugando metabolitos com a glutationa

tornando-os mais hidrossolaveis e consequentemente reduzindo o efeito citotoxico.

Foram utilizadas amostras de tecido da cérvix uterina de 45 mulheres, das quais se extraiu
ADN gen6mico para posteriormente se identificar a estirpe de HPV através de PCR. A
determinacao do genétipo do GSTT1 foi realizada por Real-Time PCR. Das 45 amostras
utilizadas, em 22 foi possivel identificar o genétipo “null” do GSTT1. Na populacdo em
estudo, parece nao existir relacdo entre o polimorfismo “null” do gene GSTT1 e o

desenvolvimento de lesao por HPV.

Atualmente, na literatura existem ainda poucos estudos relacionados a este tema.
InvestigacOes futuras poderao vir a clarificar o papel do gendtipo “null” do GSTT1 no

desenvolvimento de lesao por HPV.

Palavras-chave

Cancro do colo do utero; HPV; GSTT1.






Abstract

Cervical cancer is one of the most common cancers among women. This neoplasm can
develop from intraepithelial lesions that may originate from persistent high-risk HPV
infections. These infections, if not detected and treated early, can progress to cervical

cancer.

The human papilloma virus is a DNA virus that belongs to the Papillomaviridae family
and is one of the most sexually transmitted viruses. HPV has more than 200 subtypes and
can be divided into high and low risk groups, with high risk groups more related to

persistent infections and the development of pathologies.

The aim of this work was to study the presence and influence of the GSTT1 “null” genotype
on the development of HPV lesions. GSTT1 belongs to a family of phase II enzymes that
act in xenobiotic metabolism by conjugating metabolites with glutathione, making them

more water soluble and consequently reducing the cytotoxic effect.

Tissue samples from the uterine cervix of 45 women were used, from which genomic DNA
was extracted in order to subsequently identify the HPV strain through PCR. The
determination of GSTT1 genotype was performed by Real-Time PCR. Of the 45 samples
used, in 22 it was possible to identify the “null” genotype of GSTT1i. In the studied
population, there seems to be no relationship between the “null” polymorphism of the

GSTT1 gene and the development of lesions caused by HPV.

Currently, there are still few studies related to this topic in the literature. Future
investigations may clarify the role of the GSTT1 “null” genotype in the development of
HPYV lesions.
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Cervical cancer; HPV; GSTT1.
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1. Introducao

1.1. HPV

1.1.1. O que é o HPV?

O virus do papiloma humano (HPV) é um virus de ADN pertencente a familia
Papillomaviridae (1). O genoma deste virus envolve ADN circular de fita dupla com
aproximadamente 8000 pares de base (2,3,4). De acordo com a Comissdao de
Nomenclatura dos Virus do Papiloma Humano, cada tipo de HPV pode ser diferenciado
em linhagens filogenéticas de acordo com a distribuicdo geografica, patogenicidade,

regulacao da transcricao e resposta imunologica (5).

O HPV é um virus epiteliotropico por ter afinidade para infetar peles e mucosas (3) e é
transmitido principalmente por via sexual, sendo conhecido como a infecdo sexualmente
transmissivel mais conhecida em todo o mundo (6). O HPV propaga-se maioritariamente
através do contacto direto pele a pele ou pele a mucosa. A atividade sexual com um
individuo que tenha uma infecao ativa pelo HPV é o modo mais comum de transmissao.
Existe também uma transmissao horizontal nao sexual do HPV através do contacto com a

pele, boca ou objetos, que sao mais invulgares (7).

Este virus é responsavel por desencadear um grande nimero de infe¢oes, e por muitas
vezes nao apresentar sintomas (6), podendo ser eliminado do organismo num prazo de 12
a 24 meses (4). Existem cerca de 200 subtipos de HPV podendo ser classificados em alto
ou baixo risco, dependendo do seu grau de infecdo e da sua patogenicidade (6).

Ambos os sexos, masculino e feminino, podem ser infetados, no entanto, a fracao
associada ao cancro pelo HPV em homens é muito menor do que nas mulheres, devido a

vulnerabilidade do colo do titero a carcinogénese pelo HPV (8).

A investigacdo sobre o HPV tem sido desenvolvida e estimulada pela gravidade das
patologias associadas a infecao por este virus. Alguns tipos de HPV afetam o epitélio
cutaneo formando apenas verrugas que podem ser benignas, outros afetam as mucosas
podendo originar verrugas genitais, mas o foco principal sao os HPV de alto risco que

podem estar associados ao desenvolvimento de cancro (3).



1.1.2. Que tipos de HPV existem?

Existem varios subtipos de HPV. Os HPV de alto risco sdo os que estdo maioritariamente
envolvidos em infe¢Oes mais graves que podem evoluir para cancro e foram identificados
em grande parte dos casos de cancro do colo do ttero (6). Atualmente existem 15 subtipos
que estao classificados como sendo HPV de elevado risco: HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82 (3). O HPV16 esta associado a maioria das neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC), sendo considerado um precursor do cancro do colo do atero
(9). A neoplasia intraepitelial cervical pode evoluir para carcinoma in situ e carcinoma
invasivo se nao for tratada precocemente ou se o HPV for capaz de desativar as funcgoes
celulares do hospedeiro (10). O HPV16 tem um potencial oncogénico associado a infecoes
persistentes, apresenta uma alta carga viral e variantes com diferentes capacidades
carcinogénicas (6). O HPV 18 apresenta também um elevado risco oncogénico. Estes dois
gendtipos de HPV sdo os que estdo relacionados com a maioria dos casos de cancro

cervical (9).

As estirpes de baixo risco, HPV tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 81, sdo
principalmente associados a verrugas genitais e lesoes cervicais benignas, podendo ser

eliminadas com o tratamento adequado (1).

1.1.3. Mecanismos de acdo do HPV

O HPV infeta células metaplasicas na zona de transformacao cervical, incorporando-se no
genoma do hospedeiro, levando a sobreexpressao de oncoproteinas virais que podem
inativar genes supressores de tumor, inibir proteinas celulares e desregular processos
bioldgicos, como proliferacao celular, ciclo celular, apoptose e aumento de mutacoes
(10,11). A progressao de células epiteliais infetadas por HPV para cancro é um processo de
longo prazo associado a acumulacao de alteracoes no ADN em genes nas células do

hospedeiro (11).

No colo do tutero, a zona de transicao epitelial, designada de juncao escamo-colunar, é
mais susceptivel a carcinogénese por estirpes de HPV de alto risco. Estas estirpes sao mais
propensas a ativar a proliferacdo celular na camada basal, promovendo o desenvolvimento

de uma infecdo persistente (4).



Colo do utero

Normal Infetado

Figura 1 Representacido esquematica do colo do atero, com e sem infecdo.

Uma infecao persistente é definida como a presenca de uma estirpe de HPV de alto risco
por mais de dois anos (12). Para que ocorra uma infecao deste calibre, o HPV precisa
infectar as células basais que apresentam caracteristicas semelhantes as das células

estaminais (4).

Apesar da fisiopatologia do HPV ainda nao ser bem compreendida, acredita-se que este
virus entra nas células escamosas basais através de microfissuras que comprometem a
barreira epitelial (4) e a partir dai tem de ter a capacidade para se integrar nas células do
hospedeiro para iniciar a lesdo (7). Inicialmente, o HPV replica-se juntamente com as
células basais do hospedeiro, mantendo o néimero de copias de ADN viral reduzido. A
medida que as células basais, comecam a avancar para a camada superior do epitélio, o
ADN do HPV comeca a replicar-se rapidamente, atingindo milhares de copias por célula

(13). Todo o ciclo viral do HPV tem um periodo de cerca de trés semanas (13).

Para que o virus continue a replicar-se necessita escapar ao sistema imunologico do
hospedeiro. Em geral, ap6s uma infecao, as células do hospedeiro ativam respostas
imunologicas inatas e adaptativas que sao controladas pelo complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), de modo a combater a infecao pelo HPV. No entanto, este

virus parece conseguir escapar a estes mecanismos (10,14).



Célula normal Célula infetada

Figura 2 Representacio da infecao por HPV (Adaptado de [15]).

1.1.4. Relacdo entre o cancro do colo do ttero e a infecao por HPV

O cancro do colo do ttero é uma neoplasia complexa causada por uma combinacao de
fatores genéticos e influéncia ambiental externa (16). Os virus que estdo associados ao
cancro partilham alguns mecanismos oncogénicos que podem desregular os processos

celulares (6).

A carcinogénese do colo do utero pode ser definida como um mecanismo complexo de
divisdo celular descontrolada que pode envolver a integracao do gene do HPV juntamente
com outras alteracOes celulares e factores epigenéticos (1,14). O cancro do colo ttero é
precedido por lesdes percursoras tais como lesoes intraepiteliais. Estas lesdes podem ser
desenvolvidas a partir de HPV de alto risco e caso nao sejam detetadas e tratadas
precocemente podem evoluir para cancro (4,7,17). O HPV foi identificado em varias les6es
intraepiteliais escamosas de baixo grau (LSIL) e em mais de 90% das lesoes intraepiteliais

escamosas de alto grau (HSIL) e cancro cervical (17).

Apesar da infecdo por HPV ser um dos principais fatores de risco no processo da
carcinogénese do cancro do colo do ttero, nem todas as infe¢Ges deste virus evoluem para
cancro (18). Cerca de 90% das alteracoes celulares induzidas pelo HPV no colo do ttero
regridem espontaneamente e o HPV é eliminado do organismo, sem quaisquer
consequéncias oncogénicas (7). No entanto, ha evidéncias que as infe¢oes persistentes por

HPV aumentam o risco de cancro cervical (4).



1.1.5. Cancro do colo do tatero

O cancro do colo do ttero é uma das neoplasias mais comuns (2) e uma das principais
causas de morte relacionadas com o cancro na comunidade feminina (3). A distribuicao
deste cancro é diferente em tudo o mundo, com mais de 85% de mortes nos paises menos

desenvolvidos (19).

Estudos realizados pelo Reino Unido relataram que no ano de 2020 registou-se cerca de
600000 novos casos de cancro do colo do tutero e cerca de 300000 mortes a nivel

mundial, com mais incidéncia em paises menos desenvolvidos (7,10).

Breast (159)
Cervix uterl (23)

Thyroid (1)
Lung (1) I Not applicable
Liver (1) No data

Figura 3 Principais cancros por pais, nimero estimado de novos casos em 2020, em mulheres de todas as

idades. A cor laranja representa o cancro do colo do ttero. (Adaptado de [20]).



Breast
2261 419 (24.5%)

Other cancers
3489 618 (37.8%)

Colorectum
865 630 (9.4%)
Stomach
369 580 (49%)
Corpus uteri 770 828 (8.4%)
417 367 (4.5%)
Thyroid Cervix uteri
448 915 (4.9%) 604 127 (6.5%)

Figura 4 Estimativa do ntimero de casos incidentes de cancro do colo do titero a nivel mundial, em mulheres

de todas as idades (Adaptado de [20]). A cor laranja representa o cancro do colo do ttero.

1.1.6. Fatores de risco no desenvolvimento de HPV e cancro do colo do atero

Existem alguns fatores de risco que contribuem para o desenvolvimento do cancro do colo
utero, tais como: fatores comportamentais que envolvem a atividade sexual e o estilo de
vida, e infecGes persistentes que podem evoluir para tumores (21,22), apesar da
persisténcia nao ser medida de forma homogénea, é um conceito muito relevante, uma vez
que em muitas populacoes submetidas a rastreio utilizando testes de HPV, baseiam-se em

medidas de infeccao persistente (4).

Tabela 1 Fatores de risco para o desenvolvimento de cancro do colo ttero (Adaptado de [21]).

Fatores de risco

Coitarca

Vérios parceiros sexuais
Tabagismo

Utilizagao de contraceptivos

Desenvolvimento anormal do colo do utero




1.1.7. Prevaléncia do HPV em Portugal e no mundo

Em geral, a distribuicdo epidemioldgica da infecao pelo HPV varia significativamente em
todo o mundo. A taxa de incidéncia da infecdo pelo virus esta associada a fatores
geograficos, socioeconémicos, culturais e genéticos relacionados a variabilidade do

genoma viral, bem como fatores individuais, como idade, género e estado de saade (23).

Um estudo realizado em Portugal determinou que cerca de vinte por cento da populacao
feminina desenvolveu infecdo por HPV, uma percentagem maior do que em paises
vizinhos (24). Mundialmente, a prevaléncia de HPV de alto risco em mulheres com
citologia normal depende da regido geografica em que se situa. Em paises desenvolvidos, a
percentagem de mulheres com infecdo por HPV é menor do que em paises em
desenvolvimento, isto devido as condigdes e aos meios que cada regido tem para controlar

e tratar mulheres infetadas (17).

No data available

u <16.93
B <3387
. >=33.87

Figura 5 Prevaléncia da infecao por HPV, em mulheres com citologia cervical normal (Adaptado de [25]).



1.1.8. Prevencao da infecao por HPV

Como dito anteriormente, uma lesao por HPV persistente pode levar ao desenvolvimento
de cancro do colo do atero. Para evitar o desenvolvimento de neoplasias € necessario que

existam alguns métodos de prevencao (24,26).

A introducao da citologia cervical como método de triagem em meados do século 20
contribuiu para a diminuicdo de casos de cancro do colo do udtero, mas a sua baixa
sensibilidade exige uma repeticio frequente, como tal existe a necessidade do
desenvolvimento de métodos mais eficazes (27). Os conhecimentos atuais, conduziram a
aplicacao de novas estratégias de prevencao que incluem a testagem do HPV e a vacinacao
profilatica (27). As vacinas contra o HPV devem ser administradas antes ou logo ap6s o
inicio da atividade sexual. O processo de vacinagdo mostrou ser eficaz na prevencao contra
infecGes persistentes (24,26). Atualmente existem trés tipos de vacinas que sao
comercializadas, variando no ntimero de genotipos de HPV contido. Todas as vacinas
protegem contra as estirpes HPV16 e 18. A vacina nonavalente é administrada em Portugal
desde o ano de 2017 e abrange nove subtipos de HPV: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58,
prevendo 90% de eficacia na reducdo da incidéncia de cancros associados a infecdo por
HPV (28).

Apesar de apresentarem menor sensibilidade, os exames de rastreio tais como a citologia
convencional tém sido uma técnica de grande sucesso dado que, antes do aparecimento do
cancro do colo do ttero existe uma fase pré-invasiva que se for detetada a tempo, pode ser
tratada (17,26).

No entanto, se a citologia for acompanhada por teste de HPV, o rastreio oferece uma

capacidade de prevencao 60-70% maior quando comparada a citologia convencional (39).

Tabela 2 Métodos de prevencdo para a infecdo por HPV de acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde
(OMS) (Adaptado de [26]).

Idade

<21 Rastreio nao é obrigatorio

21-30 Citologia convencional (a cada 3 anos)
30-65 Teste conjunto (HPV + Papanicolau) de 5 em 5 anos

>65 Rastreio nao é obrigatério




1.2. GSTT1

1.2.1. Glutationa-S-transferase

As glutationas-S-transferases (GSTs) s@o um familia de enzimas ubiquas, diméricas e
multifuncionais de fase II que atuam no metabolismo xenobiético conjugando metabolitos
com a glutationa, tornando-os mais hidrossolaveis e consequentemente reduzindo o efeito
citotoxico (29), convertendo as substancias toxicas do organismo de forma a poderem ser
libertadas pela urina, de modo a completar o processo de destoxificacao (18). Os
compostos exdgenos e enddgenos com grupos funcionais eletrofilicos sdo degradados pela
conjugacao com a glutationa, capaz de neutralizar os seus locais eletrofilicos, aumentando

a sua solubilidade e a facilidade na excrecao (30).

A glutationa (GSH) é um tiol existente nas células eucariéticas na forma reduzida e
oxidada (31). A forma reduzida da GSH é a mais encontrada no organismo estando
inserida no processo de excrecao dos xenobidticos pela interacao entre o grupo tiol e o

residuo N-terminal das GSTs (31).

O modo de acdo das GSTs envolve simultaneamente a atividade enziméatica e a
destoxificacdo (32). Na espécie humana, as GSTs podem ser classificadas em trés grandes
familias: citosélicas ou solaveis, mitocondriais e microssémicas (30). As GSTs citosdlicas
podem ser divididas em sete classes de acordo com as suas propriedades fisicas, quimicas
e estruturais: Alpha, Mu, Omega, Pi, Sigma, Theta e Zeta (29). Em geral, as GSTs
citosolicas sao proteinas que formam homodimeros ou heterodimeros em que ambas as
subunidades devem derivar da mesma classe devido a sua compatibilidade. O tipo e a
posicao dos aminoacidos no centro activo das GST desempenham um papel importante na
afinidade de ligacdo ao substrato e na sua funcao catalitica (33). As GSTs tém dois centros
ativos conhecidos como “G-site” e “H-site”. O centro ativo denominado de “G-site” é o
mais conservado das isoformas e contém o local de ligacao para a glutationa. O “H-site” é

altamente variavel em termos de forma e composicao quimica entre classes (15).

As GSTs operam de forma a diminuir os danos do stress oxidativo, modulando a accao de

outras enzimas e proteinas importantes para a manutencao da integridade genémica (29).



1.2.2. Funcao do gene GSTT1

O gene GSTT1 esti localizado no cromossoma 22q11.23 (6) e é mais conhecido por
participar na destoxificacdo de substancias mais pequenas, como hidrocarbonetos
reativos, por exemplo metabolitos ativos das aminas heterociclicas formadas pela
cozedura da carne a grandes temperaturas (30). E também capaz de combinar compostos
electroquimicos como drogas, toxinas ambientais, produtos da cadeia de oxidacdo com a
glutationa, de modo a que entrem na etapa metabdlica seguinte, permitindo que as

substancias toxicas sejam facilmente excretadas do organismo (34).

A importancia que as GSTs tém na eliminacdo de compostos toxicos e no combate ao

stress oxidativo, fundamenta que se testem possiveis relacées com o risco de varias lesoes

(35).

Cromossoma 22

|

A
\.
\

Figura 6 Representacao da localizacdo do gene GSTT1.
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1.2.3. Polimorfismo “null” do GSTT1

O gene GST possui polimorfismos em miiltiplos loci. A mutacdo mais comum dos genes
GSTT1 e GSTM1 é o gendétipo “null”, em que a mutacdo do gene ird comprometer a
ativacdo ou inativacao da enzima correspondente (34). O gene GSTT1 pode apresentar um
polimorfismo de delecao completa de todo o gene, ou seja, a presenca do alelo mutado em
homozigotia leva a auséncia total de funcdo enzimética (6). Tal processo vai mudar a
capacidade de destoxificacdo de substancias toxicas, cancerigenas, expondo as células a
estas substancias malignas, causando danos no ADN, stress oxidativo, e aumentando a
probabilidade de ocorrerem mutacgoes, o que pode provocar o desenvolvimento de uma

patologia (18).

O genotipo “null” do GSTT1 tem uma frequéncia estimada de 20 e 61% na populacao

caucasiana e asiatica, respetivamente (13).

1.2.4. Influéncia do gene GSTT1 na infecao por HPV

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo importantes segundos mensageiros capazes de
regular os processos intracelulares (35). Num individuo saudéavel, existe um balanco entre
ROS e antioxidantes, no entanto quando este balanco é alterado, o nimero de ROS
aumenta e ocorre o processo ao qual chamamos “stress oxidativo” que pode implicar
consequéncias celulares (36). O processo inflamatorio envolvido na infecdo por HPV
aumenta os niveis celulares de ROS (37), o que leva ao aumento do stress oxidativo que,
juntamente com a infecdo por HPV, pode levar ao desenvolvimento lesGes intraepiteliais
escamosas de alto grau e cancro do colo do utero (17,29). A delecao do gene GSTT1, ao
levar a auséncia de atividade desta enzima pode provocar falhas na destoxificacao de
xenobioéticos, podendo levar ao acimulo de espécies reativas de oxigénio, aumentando o
stress oxidativo, fazendo com que a mulher infetada pelo HPV esteja mais susceptivel a

desenvolver reacoes celulares malignas (13).

Apesar de existir pouca informacao na literatura, Bortolli et al. e Sudenga et al. referem
que ha genes envolvidos no metabolismo de xenobi6ticos podem afetar a historia natural
dos subtipos de HPV, especialmente daqueles com alto risco oncogénico, os HPV de alto

risco (6,38).

1



2. Objetivo

Com o presente trabalho pretendeu-se estudar a presenca e a influéncia do genétipo “null”
da GSTT1 no desenvolvimento de lesdo por HPV. Para atingir este objectivo definiram-se

como objectivos principais:

1. Extrair ADN de amostras de cérvix uterina conservadas por parafinizacdo em blocos,

em mulheres com lesGes cervicais.
2. Identificar a presenca e o tipo de HPV em cada amostra.
3. Identificar o gendtipo do gene GSTT1 em cada amostra.

4. Estabelecer relacdo entre o gen6tipo do gene GSTT1 e a estirpe de HPV identificada

em casa amostra.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Populacao em estudo

Foram utilizadas amostras de tecido da cérvix uterina de 45 mulheres, conservadas em
blocos de parafina. Foi extraido ADN das 45 amostras, em 44 foi possivel identificar a
estirpe de HPV e foi possivel identificar o genétipo do polimorfismo “null/presente” do
GSTT1 em 38 amostras. O trabalho decorreu no Centro de Investigacdo em Ciéncias da
Saade, CICS, na Universidade da Beira Interior e as amostras foram recolhidas na
Consulta de Ginecologia do Centro Hospital Universitario Cova da Beia (CHUCB). O
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do CHCUB. O consentimento informado de

todas as mulheres foi obtido previamente a concretizac¢ao do estudo.
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3.2. Procedimentos Laboratoriais

3.2.1. Extracdo de ADN de laminas parafinadas

Para extrair o ADN do tecido de laminas parafinadas, utilizou-se o kit QJAamp DNA FFPE
Tissue da QIAGEN. As laminas parafinadas foi adicionado xileno para que a parafina fosse
removida e posteriormente adicionou-se etanol. De seguida, todas as laminas foram
colocadas a secar a temperatura ambiente. Com o bisturi raspou-se a amostra de cada
lamina e colocaram-se em tubos eppendorf devidamente identificados. Em cada tubo,
foram adicionados 180 uL de Buffer ATL e 20 uL de Proteinase K, com o objetivo de lisar
as células libertando o material genético. Agitaram-se todos os tubos seguindo-se uma
incubacdo a 56°C durante 60 minutos e posteriormente a 90°C durante 60 minutos, de
modo a reverter a ligacdo com a formalina. Apds a incubacdo, as amostras foram deixadas
a arrefecer a temperatura ambiente. De seguida, a cada amostra adicionou-se 200 pL de
Buffer AL e 200 pL de etanol absoluto. Todo o lisado foi transferido para uma coluna e
posteriormente submetido a uma centrifugacdo 80oorpm, 2 minutos; neste passo o ADN
liga-se a membrana. A coluna foi colocada num novo tubo de colheita e foram adicionados
500 uL de Buffer AW1 sendo de novo submetida a centrifugacdo 8ooorpm, 1 minuto. O
contetdo do tubo de colheita foi descartado. Foram adicionados 500 pL de Buffer AW2 a
coluna, seguido de centrifugacdo 8000orpm, 1 minuto. A coluna foi colocada num novo
tubo de colheita e centrifugou-se a 14000rpm durante 3 minutos até a membrana secar
por completo. Por fim, a coluna foi colocada num tubo de eluicio devidamente
identificado e foram adicionados 50 pL de Buffer ATE no centro da coluna sem tocar na
membrana, ficando a incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para finalizar o
processo, o tubo foi submetido a uma centrifugacao 14000 rpm, 1 minuto de modo que a
membrana ficasse completamente seca. No final da extraccdo, o ADN encontra-se no

eluato.

Figura 7 Esquema de extracdo de ADN de laminas parafinadas.
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3.2.2. Determinacao da estirpe de HPV

A determinacao da estirpe de HPV foi realizada pelo sistema de PCR AnyplexTM II. O kit
de deteccao AnyplexTM II HPV HR (Anyplex_HR; Seegene, Seoul, Korea) é um ensaio
PCR multiplex em tempo real idealizado para detetar e distinguir particularmente 14 tipos
de virus do papiloma humano (HPV) de alto risco utilizando a tecnologia de clivagem e
extensao de oligonucleétidos de marcacao (TOCE) a partir de amostras de citologia liquida
e de esfregacos cervicais (39). Este kit é capaz de detetar 14 tipos de HPV: 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68. O PCR foi realizado de acordo com as instrucoes do

fabricante.

15



3.2.3. Genotipagem do gene GSTT1

A genotipagem do gene GSTT1 (“present” ou “null”) foi realizada por Real-time PCR e foi
utilizado o gene housekeeping B-Globina como controlo positivo. Os conjuntos de primers

para o GSTT1 e para a $-Globina foram (35):

Tabela 3 Primers do gene GSTT1 e da -globina utilizados para a realizagdo do Real-Time PCR.

Primers Sequéncia Referéncia Bibliografica
GSTT1 forward 5'TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3’ 33
GSTT1reverse 5’-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3’ 33

B-Globina forward 5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ 33
B-Globina reverse 5’-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’ 33

A mistura de cada reacdo de PCR tinha por base um volume total de 19 uL, com 0,6 uL de
cada primer; 10 uL de SYBR Green qPCR Master Mix, 7,8 uL de agua e 2 uL. de ADN
genomico. O PCR multiplex foi realizado recorrendo ao equipamento MyCycler Thermal
Cycler da BioRad®), tendo sido efetuada uma pré-incubagdo da mistura de reagdo a 95°C
por 10 min. Apo6s este periodo as condigdes de incubagio consistiram na realizagio de 70
ciclos de PCR durante 10 seg a 95°C, 10 seg a 58°C, seguindo-se 20 seg a 72°C. Por fim, a

temperatura da reacao foi aumentada até 95°C a uma taxa de 0,1°C/s, iniciando em 68 °C

por 15 seg.
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3.2.4. Anaélise estatistica

Para avaliar a associacao entre os genoétipos e o desenvolvimento de lesdao por HPV, foram
feitas estimativas de risco relativo, utilizando a analise de regressao logistica, calculo de
odds ratios (ORs) e intervalos de confian¢a de 95% (ICs). Os célculos foram feitos com o
software SPSS for Windows (versao 28.0). O teste de qui-quadrado foi aplicado para
comparar as frequéncias alélicas entre controlos normais e doentes com HPV. Valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos (40).
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4. Resultados

A identificacdo dos genotipos do GSTT1 em Real- Time PCR foi feita com o programa CFX
Connect Real-Time PCR Detection System | Bio-Rad. Em 38 amostras, foi possivel
identificar o gendtipo do polimorfismo “null/presente” do GSTT1. Na figura 5 e 6 estao

representados dois exemplos dos resultados obtidos do genétipo “present” e “null” do
GSTT1, respetivamente.
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Figura 8 Exemplo de resultados obtidos do Real-Time PCR para a amostra 2
(Genotipo GSTT1 “present”).
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Figura 9 Exemplo de resultados obtidos do Real-Time PCR para a amostra 11
(Genétipo GSTT1 “null”).
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No presente estudo, tivemos como objetivo analisar uma possivel relagao entre o genotipo
“null” da GSTT1 e o desenvolvimento de lesdao por HPV. Foram utilizadas amostras de
tecido da cérvix uterina de 45 mulheres com idades compreendidas entre 24 e 82 anos,
com média de 40,6 anos. Em 44 amostras foi possivel identificar a estirpe de HPV e em 38

amostras foi possivel determinar o geno6tipo do GSTT1.

Tabela 4 Identificacao de HPV nas mulheres em estudo, por idade.

HPV ldade OR (IC 95%) * 1
95 -value
<501 (%) =50 n(%) ’ P
Ausente 4(10,5) 0 1
Presente 28(73,7) 6(15,8) 0,875 (0,768- 0,997) 0,360

*OR, Odds ratio; IC, Intervalo de confianca

Na tabela 4 estao apresentados os resultados obtidos da presenca ou auséncia de HPV nas
amostras de tecido de cérvix uterina analisadas. Verifica-se que, apenas 10,5% das
amostras apresentam auséncia de HPV e, face aos nossos resultados existe maior
predominancia deste virus, no grupo etario abaixo dos 50 anos (OR 0,875; IC 0,768-

0,997; P=0,360).

Tabela 5 Distribuiciao dos genétipos do gene GSTT1 nas mulheres em estudo, por idade.

Genoti Idade OR (IC 95%) * 1

enotipo 95 -value
P <501 (%) >50 n(%) ° P

GSTT1 “Present” 14 (36,8) 2(5,3) 1

GSTT1 “Null” 18 (47,4) 4 (10,5) 1,556[0,248- 9,750] 0,635

*OR, Odds ratio; IC, Intervalo de confianca
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A distribuicao dos genétipos do GSTT1 nas 38 amostras em que se obteve amplificacdo
estd apresentada na tabela 5. Em 22 amostras identificou-se o gendtipo “null” do GSTT1.
Um total de 47,4% das mulheres com idade inferior a 50 anos exibe genétipo “null” do
GSTT1 (OR 1,556; IC 0,248-9,750; P=0,635).

Tabela 6 Associacao entre o HPV e os gendtipos do gene GSTT1 nas mulheres em estudo.

HPV ausente (%) HPV presente (%) OR (IC 95%) * P-value
GSTT1 “Present” 1(2,6) 15 (39,5) 1
GSTT1 “Null” 3(7,9) 19 (50) 0,422[0,040-4,482] 0,464

*OR, Odds ratio; IC, Intervalo de confianca

Os resultados da associacdo entre a identificacio de HPV e a frequéncia polimorfica do
GSTT1, de modo a avaliar se existe uma relacao entre o genétipo “null” do GSTT1 e a
presenca de HPV, sdo apresentados na tabela 6. O gendtipo “null” do GSTT1 é mais
frequente em individuos que apresentam lesao por HPV, pois cerca de 50% dos individuos
detém HPV e auséncia do gene GSTT1, no entanto cerca de 40% dos individuos ¢ positivo
para o HPV e apresenta genoétipo “present” do GSTT1 (OR 0,422; IC 0,040-4,482;
P=0,464).

Tabela 77 Relagdo entre a presenca de uma estirpe de HPV e a frequéncia polimoérfica do gene GSTT1 nas

mulheres em estudo.

HPV ausente (%) HPV 1 estirpe (%) OR (IC 95%) * P-value
GSTT1 “Present” 1(3,5) 12 (41,4) 1
GSTT1 “null” 3(10,3) 13 (44,8) 0,361[0,033-3,962] 0,390

*OR, Odds ratio; IC, Intervalo de confianga
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A tabela 7 relaciona a presenca de uma estirpe de HPV e a frequéncia polimoérfica da
GSTT1. Num total de 86,2% das mulheres (n=25), foi identificada uma estirpe de HPV e
em 44,8% deste total apresenta um genoétipo “null” do GSTT1 (OR 0,361; IC 0,033-3,962;
P=0,390).

Tabela 8 Relacio entre a presenca da estirpe HPV16 e a frequéncia polimérfica do gene GSTT1 nas

mulheres em estudo.

HPV ausente (%) HPV 16 (%) OR (IC 95%) * P-value
GSTT1 “Present” 1(4,4) 7(30,4) 1
GSTT1 “Null” 3(13) 12 (52,2) 0,571[0,049-6,606] 0,651

*OR, Odds ratio; IC, Intervalo de confianca

A tabela 8 apresenta o total de amostras em que a estirpe HPV16 estd presente (n=19).
Nesta anilise pretende-se avaliar se existe uma relacio entre o gendtipo do GSTT1 e a
estirpe de HPV identificada. Um total de 52,2% das mulheres apresenta genotipo “null” do
GSTT1 e infecao pela estirpe HPV16 (OR 0,571; IC 0,049-6,606; P=0,651).

Tabela 9 Relacdo entre a presenca de duas estirpes de HPV e a frequéncia polimoérfica da GSTT1 nas

mulheres em estudo.

HPV ausente (%) HPV duas estirpe (%) OR (IC 95%) * P-value
GSTT1 “Present” 1(8,3) 3(25) 1
GSTT1 “Null” 3(25) 5 (41,7) 0,556[0,038-8,085] 0,665

*OR, Odds ratio; IC, Intervalo de confianca

A tabela 9 apresenta a relacdo entre a presenca de duas estirpes de HPV e o genotipo da
GSTT1. Num total de 66,7% das mulheres (n=8), foram identificadas 2 estirpes de HPV, e
5 mulheres possuem geno6tipo “null” do GSTT1 (OR 0,556; IC 0,038-8,085; P=0,665).
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5. Discussao dos resultados

O objetivo do presente estudo é analisar a presenca do gendtipo “null” do GSTT1 e a sua

influéncia no desenvolvimento de lesdo por HPV.

Como referido anteriormente, o gene GSTT1 pertence a uma familia de enzimas de fase 11,
que estdo envolvidas no processo de destoxificacdo de xenobidticos e a sua auséncia pode
levar ao desenvolvimento de patologias, devido a maior susceptibilidade dos efeitos

nocivos do stress oxidativo e da menor capacidade de destoxificacdo de compostos toxicos

(13,29,41).

O virus do papiloma humano possui uma grande variedade de estirpes, podendo ser de
baixo ou alto risco (6). No nosso estudo foram identificadas estirpes de alto risco, tendo
sido analisada a estirpe HPV16 isoladamente, por ser a estirpe com mais prevaléncia nas
amostras utilizadas e por ser aquela que esti associada a maioria das neoplasias
intraepiteliais cervicais. Em estudos realizados por Ouedraogo et al., 2020 (13) analisou-se
a frequéncia polimorfica dos genes GSTT1 e GSTM1 e a sua relacao com a infe¢do por HPV
e nesse estudo na populacio em geral da Africa Ocidental, nio se obteve relacdes
estatisticas significativas que comprovassem que o genotipo “null” das GSTs influencie a

lesao por HPV.

Os resultados obtidos por Ouedraogo et al., 2020 (13) sdo semelhantes aos encontrados
por um estudo anterior realizado por Agodi et al., 2010 (42) em Italia. Os resultados de
ambos os estudos sugerem que a delecao dos geno6tipos GSTT1 ndo influéncia a lesdo por
HPV (24,35). Os nossos resultados corroboram estas investigacoes, no entanto, ha

particularidades que podem existir de acordo com os diferentes tipos de HPV de alto risco.

Bortolli et al., 2021 (29) procuraram verificar, através de uma revisao se os polimorfismos
da GSTT1 e GSTM1 estavam associados a infecao por HPV. Através dessa revisao os
autores referem que a presenca dos genoétipos nulos do GSTM1 e GSTT1 comprometem a
desintoxicacao celular, uma vez que diminuem a metabolizacao de substancias toxicas,
favorecendo a carcinogénese. Bortolli et al., 2021 (29) na sua anéilise afirmam que a
frequéncia polimorfica de diferentes classes de GSTs podem causar efeitos diferentes
quando associados a virus e a outros genes e a percepcao desta relacdo pode auxiliar a

compreensao da evolucao patologica da doenca (29).
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Por outro lado, na revisao realizada por Bortolli et al., 2021 (29) é referido que o geno6tipo
“null” do GSTT1 além de ser pouco frequente pode até ser um método de protecao na
populacdo, pois os alelos nulos podem alterar a carcinogénese em mulheres que
apresentam lesdo por HPV. Para corroborar esta afirmacao, num estudo posterior na
populacdo brasileira, Bortolli et al., 2022 (6) obtiveram pela primeira vez resultados em
que verificam que o genotipo “null” do GSTT1 é um fator de protecao contra a infecao
viral, isto é, mulheres com este genétipo sao menos propensas a desenvolver infecao por
HPV (6).

Na analise dos resultados obtidos na nossa pesquisa, verificou-se que, a maioria das lesdes
que apresentam infecao por estirpes de alto risco de HPV apresenta genétipo “null” do
GSTT1 (50%), no entanto, os dados divergem dos resultados de outros grupos de
investigagao, pois na populacao em estudo o gendtipo “null” do GSTT1 ndo influencia a
lesdao por HPV. Os nossos resultados tém como fator limitante o baixo nimero de casos em
analise, mas este é o primeiro estudo, do nosso conhecimento, que avalia a relacao entre
os genoétipos do GSTT1 e o desenvolvimento de lesdoes por HPV na populacao portuguesa.
Na literatura existem ainda poucos estudos que corroborem ou contrariem os nossos
resultados. Estudos futuros poderao vir a esclarecer a relacio entre os genétipos do GSTT1

e a sua influéncia no desenvolvimento de lesdes por HPV.
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6. Conclusiao e perspectivas futuras

O virus do papiloma humano pode levar ao aumento do stress oxidativo e posterior
desenvolvimento de cancro do colo do ttero. A GSTT1 é uma enzima de fase II responsavel
pelo combate ao stress oxidativo, mas cuja presenca do genétipo “null” implica a total
delecao de GSTT1. Assim, no presente estudo, pretendeu-se fazer uma analise do genotipo
do gene GSTT1 e verificar a sua influéncia no desenvolvimento de lesdo por HPV. Utilizou-
se amostras do tecido da cérvix uterina de 45 mulheres. Em 44 mulheres foi possivel

identificar a estirpe de HPV e em 38 identificou-se o polimorfismo do gene GSTT1.

Verificou-se que a maioria das lesdes que apresentavam infecdo por pelo menos uma
estirpe de HPV, essas mulheres eram concomitantemente portadoras do genotipo “null”
do GSTT1. Apesar do poder estatistico, devido ao baixo nimero de amostras, é possivel
que o gendtipo “null” comprometa a destoxificacio. E por isso pertinente continuar a
presente investigacao, o aumento da amostra podera reforcar estatisticamente a relacao
entre o gendtipo “null” do GSTT1 e a infecdo por HPV. Também um seguimento das
doentes, para avaliar a presenca ou auséncia de doenca a longo prazo e correlacdo com o
gendtipo de GSTT1 e estirpes de alto risco de HPV sera um passo importante para melhor

compreender a eventual relacdo GSTT1/HPV.

Apesar de ja existirem alguns estudos que abordam este tema, n3o existe literatura
robusta que estabeleca uma ligacdo do genoétipo “null” do GSTT1 e a influéncia no
desenvolvimento de lesao por HPV. Este estudo € o primeiro, do nosso conhecimento, que
avalia a relacao dos polimorfismos do gene GSTT1 e o desenvolvimento de lesao por HPV
em mulheres portuguesas e por isso é pertinente continuar esta investigacao para verificar
se o geno6tipo “null” do GSTT1 € ou nao um fator de risco no desenvolvimento de lesao e

cancro do colo do ttero, quando na presenca de estirpes de alto risco de HPV.
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