U C - FCTUC FACULDADE DE CIENCIAS
ETECNOLOGIA

UNIVERSIDADE DE COIMBRA

Sofia Margarida Monteiro Fernandes

Impacto dos polimorfismos de citocinas no
desenvolvimento do Adenocarcinoma Colo-Retal

Dissertacdo de Mestrado em Antropologia Médica

2016

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



@ FCTUC FACULDADE DE CIENCIAS
ETECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

Dissertacdo apresentada a Universidade de
Coimbra para cumprimento dos requisitos
necessarios a obtencdo de grau de Mestre em
Antropologia Meédica realizada sob a
orientacdo cientifica da Professora Doutora
Manuela Alvarez (Universidade de Coimbra) e
da Professora Sandra Balseiro (Instituto
Politécnico de Lisboa)

Sofia Margarida Monteiro Fernandes

Impacto dos polimorfismos de citocinas no
desenvolvimento do Adenocarcinoma Colo-Retal

Dissertacao de Mestrado em Antropologia Médica

2016

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



AGRADECIMENTOS

A realizacdo desta dissertacdo de mestrado foi possivel gracas ao apoio de varias pessoas

imprescindiveis, as quais gostaria de deixar o meu agradecimento.

Gostaria de comecar por agradecer a minha orientadora, Professora Doutora Manuela Alvarez,

por todo o incentivo, interesse e disponibilidade demonstrados desde o primeiro momento.

A minha coorientadora, Professora Sandra Balseiro, pela colaboragio, amizade, paciéncia,

partilha de conhecimento cientifico ao longo de todo o processo de realizagdo da dissertacdo

A Diretora do Instituto de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina da Universidade de

Coimbra pela oportunidade de realizar a minha tese de mestrado neste servico.

Agradeco também as minhas colegas de trabalho Raquel Pandeirada e Patricia Jegundo pela
cooperacao dentro e fora do laboratdrio e pela amizade e bom ambiente proporcionado.

A equipa do servico do IAP-FMUC, nomeadamente, & Maria Silva, & Maria Jodo e & Natélia

pela aceitacdo e disponibilidade imediata demonstrada e pelo bom ambiente proporcionado.

Ao meu namorado, Jorge, pelo apoio incondicional que sempre demonstrou nos momentos em
que foi necessario tomar algumas decisGes, e por todo o carinho, companheirismo,

compreensdo e auxilio demonstrados em momentos de maior inquietacéo.

A todos 0s meus amigos que me apoiaram e me mantiveram motiva ao longo de todo o ano.
Um particular agradecimento a minha grande amiga de infancia, Sara, que sempre me
acompanhou ao longo da vida e a quem recorro sempre que as incertezas e ansiedades

aumentam.

Acima de tudo, aos meus pais, que sdo a minha familia, 0 meu aconchego e 0 meu refugio. Que
me conhecem melhor que eu propria e que me apoiam em todas as decisdes que tome, mesmo

que isso impligque a minha auséncia. O meu mais profundo e sincero obrigado.



RESUMO

O carcinoma colo-retal (CCR) constitui atualmente uma das principais doengas responsaveis por
elevadas taxas de mortalidade e morbilidade em todo 0 mundo. Embora se trate de uma doenca
multifatorial, inimeros estudos tém sugerido uma forte associagdo entre periodos prolongados de
inflamac&o e 0 aumento do risco de CCR. Sendo as citocinas o principal agente mediador de respostas
iImunes no organismo humano, estas podem constituir biomarcadores fundamentais na prevencéo,

controlo e tratamento desta doenca.

Nesta perspetiva, este estudo pretendeu averiguar o impacto dos variantes genéticos das citocinas
envolvidos no mecanismo de inflamacao, IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-o, IFN-y e TGF-3, no risco de
CCR. Paraftal, os polimorfismos IL-10.-889 T>C, IL-1B-511 C>T & +3960 C>T, IL-1R Pst1970 C>T,
IL-1Ra 11100 T>C, IL-2 -330 T>G & +160 G>T, IL-6 -174 C>G & nt565 G>A, IL-12 +1188 G>C,
TNF-0-238 G>A & -308 G>A, IFN-y +874 T>A, TGB-f cod10 T>C & cod25 G>C foram analisadas
por PCR-SSP em 56 bidpsias de individuos portadores de adenocarcinoma colo-retal esporadico
(ACRE) e em 100 amostras provenientes de individuos saudaveis. Neste trabalho, os gendtipos
associados a alta producao/atividade da IL-1c.: IL1A-889 TC (53 vs 20, p=0,00003); ILIR -1970TT (7%
Vs 43%, p<0,0001); IL1IRA 11100TT (6% vs 29%, p=0,0002) surgiram associados a prevaléncia de
ACRE. Também os gendtipos associados a alta expressao das citocinas pré-inflamatorias TNF-oce 1L2:
TNFA -238AA (6% Vs 18%, p=0,02); IL2 +160GG (61% vs 32%, p=0,0005) apareceram associados a
prevaléncia desta patologia. Finalmente, os haplétipos de alta producéo/atividade das citocinas Th3, IL-
6 e TGF-b: IL6 -174/nt565 GG (46% Vs 23%, p<0,0001) TGFB cod10/cod25 TG (50% vs 34%,

p=0,005) encontraram-se associados a diminuicéo de risco para ACRE.

Estes resultados sugerem a existéncia de uma associagdo entre a maioria dos variantes polimorfismos
das citocinas e o risco para 0 ACRE. Deste modo, as mutagOes dos genes IL1A, IL1R, ILIRA, TNFAe
IL2 associadas ao aumento de expressao/atividade das citocinas pré-inflamatoria IL-1o, TNF-ace IL2,
parecem aumentar os niveis de inflamac&o de longo prazo na mucosa colica e retal e consequentemente
despoletar o desenvolvimento tumoral. Contrariamente, 0s variantes de alta expresséo/atividade da IL-6
e TGF-p parecem associar-se a diminuicéo dos processos inflamatorios/tumorais do colon e reto. Estes
resultados parecem suportar a hipotese de que o CCR esta relacionado com o aumento das atividades
pro-inflamatdrias (Th1) e que a genotipagem destas citocinas tem potencial para ser uma ferramenta Uil

no estabelecimento do diagndstico clinico do ACRE.

Palavras-chave: adenocarcinoma colo-retal esporadico (ACRE); Citocinas; Inflamagéo;

estabelecimento do diagndstico clinico do ACRE.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is currently one of the main diseases responsible for high rates of mortality and
morbidity worldwide. Although it is a multifactorial disease, numerous studies have suggested a strong
association between prolonged stages of inflammation and the incresase of CRC risk. Cytokines could
constitute key biomarkers in prevention, control and treatment of this disease, once they are the major
immune mediator agents of immune responses in the human body. In this perspective, this study sought
to investigate the impact of genes involved in inflammation, IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-o, IFN-y e
TGF-B, and CRC risk. For such polymorphisms IL-10.-889 T>C, IL-13 -511 C>T & +3954 C>T, IL-
1R Pst1970 C>T, IL-1Ra 11100 T>C, IL-2-330 T>G & +160 G>T, IL-6-174 C>G &nt565 G>A, IL-
12 +1188 G>C, TNF-0.-238 G>A & -308 G>A, IFN-y +874 T>A, TGB-B cod10 T>C & cod25 G>C
were analyzed by PCR-SSP for 56 biopsy with sporadic colorectal adenocarcinoma (SCA) and 100
healthy patients.

High production/activity genotypes IL-1o: IL1A-889 TC (53 vs 20, p=0,00003); IL1R -1970TT (7%
Vs 43%, p<0,0001); ILIRA 11100TT (6% Vs 29%, p=0,0002) were associated with SCA prevalence.
Also, high expression genotypes of pro-inflammatory cytokines TNF-a.and IL2: TNFA -238AA (6%
Vs 18%, p=0,02); IL2 +160GG (61% Vs 32%, p=0,0005) were associated with this pathology. Finally,
high production haplotypes in Th3 cytokines, IL-6 e TGF-b: IL6 -174/nt565 GG (46% Vs 23%,
p<0,0001) TGFB cod10/cod25 TG (50% vs 34%, p=0,005) were associated with SCA prevention.

These results suggest the existence of an association between most of the studied
polymorphic variants and SCA risk. Mutations in IL1A, IL1R, ILIRA, TNFA and IL2 genes
associated with IL-1a, TNF-a e 1L2 expression/activity rising, appear to increase inflammation levels
in colon and rectal mucosa, and consequently could trigger tumor development. In contrast, IL-6 and
TGF-b high expression/activity variants seem to decrease inflammatory/tumor processes in colon and
rectum. This findings seem to support the hypothesis that CRC is related with pro-inflammatory (Th1)
activities increasing and that cytokines genotyping have the potential to constitute an important tool in
SCA clinical diagnosis establishment.

Key words: Sporadic colorectal adenocarcinoma (SCA); Cytokines; Inflammation; SCA clinical
diagnosis establishment.
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l. INTRODUCAO

O carcinoma Colo-Rectal (CCR) ¢é atualmente apontado como sendo o segundo tipo
de cancro com maior incidéncia a nivel mundial e a segunda maior causa de morte por
cancro a nivel europeu, apresentando a taxa de morbilidade mais elevada em todo o
Mundo (Ouakrim et al., 2015). Deste modo, o CCR apresenta-se como um problema de
salde publica, sobretudo em paises desenvolvidos, onde se registam as taxas mais
elevadas e constituem cerca de 55% de todos os casos de carcinoma registados (Terzi¢ et
al., 2010; Haggar et al., 2009; Ferlay et al., 2012).

O processo de carcinogénese do CCR ¢ caracterizado pela acumulacdo de mutacdes
em genes responsaveis pelo crescimento e diferenciacdo da mucosa do colon (Potter e
Lindor, 2009; Goel et al., 2003). Os principais fatores de risco que podem estimular os
mecanismos de carcinogénese ocorrem através de alteracdes genéticas e epigenéticas
provocadas por variagdes ambientais e de estilo de vida do sujeito (Terzi¢ et al., 2010;
Potter e Lindor, 2009; Haggar et al., 2009). Todavia, outros estudos tém também
evidenciado o papel preponderante dos mecanismos de inflamagdo cronica,
nomeadamente, na infiltracdo de mondcitos nos tecidos epiteliais do c6lon, no aumento
de stresse oxidativo, e na ocorréncia de alteracGes genéticas ao nivel de proto-oncogenes
(Tanaka, 2012; Gusdkov et al., 2011; lacopetta, 2003; Landskron et al., 2014; Laurent-
Puig et al., 1994; Kumar et al., 2015; Arvelo et al., 2015; Haigis, 2013). Assim, 0 estudo
do impacto da condicdo inflamatdria no desenvolvimento das vias de carcinogénese que
caracterizam o CCR, bem como, das moléculas envolvidas no processo de inflamacgéo

tornam-se essenciais na execuc¢do de planos de prevencdo deste tipo de carcinoma.

1.1 Dados Epidemiologicos

1.1.1 Taxas de Incidéncia e de Mortalidade

A incidéncia do CCR, & semelhanga de outros tipos de carcinoma, varia consoante as
caracteristicas pessoais, e 0s contextos étnicos e culturais dos individuos, sendo deste
modo, comum existirem variacdes dentro das diferentes populac¢des (Young et al., 2011;
Potter e Lindor, 2009).

No final do século XX a percentagem de individuos com CCR constituiam cerca de

9.5% de todos os casos de carcinoma registados (Potter e Lindor, 2009), enquanto
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atualmente o nimero de novos casos ultrapassa um milh&do (Terzi¢ et al., 2010; Young et
al., 2011). Segundo os ultimos dados apresentados pela International Agency for
Research Cancer (IARC), o CCR constitui a segunda maior causa de morte em todo o
Mundo, sendo quarta maior causa no género masculino (373,639 casos, 8.0% dos casos
totais) e a terceira no género feminino (320,294 casos, 9,0% dos casos totais) (Figura 1)
(Ferlay et al., 2012).
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Figura 1. Taxa de mortalidade estimada para (A) individuos do sexo masculino e (B) individuos do
sexo feminino devido a cancro do colo-retal a nivel mundial. Adaptado de: Ferlay et al., 2012.

A nivel Europeu o CCR é responsavel pela morte de 113200 individuos do sexo
masculino (10%) e pela morte de 101500 individuos do sexo feminino (9,2%) no ano de
2012 (Figura 2) (Ouakrim et al., 2015). Para além destas taxas de mortalidade, foram
detetados 241600 novos casos de CCR em individuos do sexo masculino e 205200 do

sexo feminino em territorio europeu no ano de 2012 (Figura 2) (Ouakrim et al., 2015).
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Unido Europeia (EU-28)
Regides Desenvolvidas
Regides Europeias da OMS
Regides Americanas da OMS
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Mundo
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Regides mediterranicas da OMS
Regibes Africanas da OMS
Regides do Sudoeste Asiatico
india

400 200 o 200 400
Figura 2. Taxa de incidéncia e de mortalidade estimada de cancro do colo-retal em diferentes paises
pertencentes ao territorio Europeu. Adaptado de: Ferlay et al., 2012.
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Segundo Cotter, 0 nimero de novos casos de CCR registados na Europa representam
12.9% de todos 0s novos casos de carcinoma diagnosticados mundialmente e 12.2% de

todas as mortes provocadas por qualquer tipo de carcinoma (Cotter, 2013).

Em Portugal, & semelhanca dos dados obtidos a nivel mundial, os individuos mais
afetados por CCR pertencem ao sexo masculino, com idades superiores a 50 anos (Young
etal., 2011; Allemani et al., 2015). Segundo os dados obtidos pela Sociedade Portuguesa
de Oncologia (SPO), entre os anos de 2002 e 2012, a taxa de mortalidade provocada por
carcinoma em Portugal aumentou 14.1%, tendo sido registados 70 novos 6bitos diario em
2012 (SPO, 2016). Um artigo publicado recentemente pela revista Lancet, relativo aos
tipos de carcinoma mais frequentes em Portugal, relatou que o CCR ocupa um lugar de
destaque, com o registo de 7129 novos casos diagnosticos e 3797 mortes em 2012
(Allemani et al., 2015).

Apesar do aumento da incidéncia, a taxa de sobrevivéncia de individuos com CCR
localizado nas regides do colon e do reto tem vindo a aumentar entre 1995-96 e 2005-06
(Figura 3) (SPO, 2016). Este aumento na taxa de sobrevivéncia foi em grande parte
devido a implementacdo de medidas preventivas e de vigilancia, como por exemplo a
colonoscopia, implementada pelos rastreios nacionais, que permitiu a monitorizacdo dos
tecidos coldnicos e o controlo da evolucdo da doenca em fases iniciais do seu
desenvolvimento (Balboa et al., 2014; Potter e Lindor, 2009; Kumar et al., 2015;
Allemani et al., 2015; Cotter, 2013).
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Figura 3. Percentagem de individuos sobreviventes de cancro ao fim de 5 anos de tratamento em Portugal.
Adaptado de : SPO, 2016.
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O aumento do numero de casos de CCR comecou a registar-se sobretudo a partir dos
anos 80, periodo em que se verificaram alteracbes massivas nos habitos alimentares e
estilo de vida da populacdo, nomeadamente, 0 aumento do consumo de bebidas de
elevado teor alcoolico, tabaco, a ingestdo de alimentos ricos em gorduras e hébitos de
vida mais sedentarios (SPO, 2016; Landi et al., 2006; Raskov et al., 2014; Terzi¢ et al.,
2010; Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Sarvari et al., 2014; Potter e Lindor, 2009; Waldner et
al., 2012; Ito et al., 2007; Potter e Lindor, 2009; Kumar et al., 2015; Osorio-Costa e
Carvalheira, 2013). Esta relacdo direta entre dieta, estilo de vida e prevaléncia de CCR
deve-se a fun¢do primaria do c6lon na absorcao de nutrientes, que 0 propicia a uma maior
exposicdo a agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, e que o torna mais vulneravel ao

desenvolvimento de lesbes pré-neoplasicas (Arvelo et al., 2015).

1.1.2 Etiologia

Ao nivel da sua génese, 0 CCR pode ser de origem esporadica ou hereditaria, sendo 0s
casos esporadicos os mais frequentes (Figura 4) (Haigis, 2013). Os casos de CCR de
natureza esporadica constituem cerca de 85% dos casos registados e devem-se, sobretudo,
a ocorréncia de mutacfes somaticas, isto €, mutacdes ocorridas ao longo da vida dos
individuos sem correlacdo com patologias hereditarias (Arvelo et al., 2015; Haigis, 2013).
O mesmo ndo sucede quando nos referimos aos cerca de 15% dos casos hereditarios de
CCR registados, nos quais os individuos possuem certo tipo de mutacGes de indole
familiar/hereditaria que os torna mais suscetiveis ao desenvolvimento desta doenca
(Terzi¢ et al., 2010; Arvelo et al., 2015; Haigis, 2013). Em Portugal, o nimero de casos
provocados por CCR hereditario constituem cerca de 10-15% de todos os casos registados

a nivel nacional (Isidro et al., 2013).

De entre os varios tipos de sindromes que decorrem de mutagdes hereditarias e que
tornam os individuos mais suscetiveis a CCR, a polipose adenomatosa familiar classica e
atenuada do célon (PAF e PAFA), a polipose adenomatosa com mutagdo no gene MUTYH
(PAM) e a Sindrome de Lynch (SL), também designado por Carcinoma do Colon
hereditario sem polipose (CCHSP) séo as principais sindromes conhecidas (Figura 4)
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(Young et al., 2011; Potter e Lindor, 2009; Isidro et al., 2013; Kumar et al 2015; Goel et
al., 2003; Munteanu e Mastalier, 2014; Fleming et al., 2012).

Cancro do
Colo-Retal
Esporadico 85%)

Figura 4. Esquema representativo dos tipos de cancro do colo-retal existentes e sindromes associadas
as formas hereditérias de CCR.

Peolipose adenomatosa familiar do cdlon classica (PAF)
Polipose adenomatosa familiar do calon atenuada (PAFA)
Poliposa adenomatosa com mutagdo no gena MUTYH (PARM)
Sindrome de Lynch (SL)

A percentagem de individuos portadores de SL, segundo alguns estudos (Kumar et al.,
2015; Munteanu e Mastalier, 2014; Allemani et al., 2015) localiza-se entre 3-4%,
enguanto outros autores (Fleming et al., 2012; Young et al., 2011) apontam uma margem
percentual que pode ir de 1% até aos 20%. Os tumores que derivam de SL sdo
caracterizados por niveis elevados de instabilidade de microssatélite (IMS), mecanismo
responsavel por alteracbes na frequéncia de repeti¢bes de nucledtidos. Normalmente, o
aumento de IMS € provocado por mutacdes na sequéncia dos genes envolvidos no sistema
de reparacdo do DNA (SRDNA), como por exemplo, os genes MLH1, MSH2, MSH6 e
PMS2 (Young et al., 2011; Potter e Lindor, 2009; Isidro et al., 2013; Munteanu e
Mastalier, 2014; Fleming et al., 2012). No caso da PAF, apesar de ser uma das formas
hereditarias associada ao desenvolvimento de CCR, apenas é responsavel por 1% de
novos casos no Mundo e a sua prevaléncia é de 1 caso por cada 14,000 habitantes
(Hamilton e Aaltonen, 2012). A PAF consiste numa sindrome autossémica dominante de
alta penetrancia, que resulta de uma mutacdo provocada ao nivel do gene APC
(adenomatous polyposis coli) presente no cromossoma 5 (Potter e Lindor, 2009; Kumar
et al., 2015; Fleming et al., 2012). A PAF provoca Instabilidade Cromossémica (INC),
que consiste na alteracdo do nimero ou da estrutura dos cromossomas, podendo ser
responsavel por mutacdes no gene APC, P53 (cromossoma 17), SMAD 2 e SMADA4
(cromossoma 18) (Munteanu e Mastalier, 2014; Goel et al., 2003).

O Carcinoma Colo-Retal Esporadico (CCRE) é caracterizado pela acumulagédo de
mutacdes que desencadeiam a perda de funcdo de genes supressores tumorais e a

passagem de proto-oncogenes a oncogenes, promovendo deste modo estados de
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proliferacdo celular alterados (Fearon e Vogelstein, 1989; Raskov et al., 2014). Contudo,
0s processos de carcinogénese que caracterizam o CCR, de natureza esporadica e
hereditéaria, seqguem um padrdo de mutacdo mais ao menos previsivel. O padrdo de
mutagdes mais conhecido em CCR (via classica), designa-se de sequéncia de adenoma-
carcinoma e é caracterizada pelo silenciamento dos genes APC, K-ras e TP53 (Figura 5)
(Tanaka, 2012; Balboa et al., 2014; Raskov et al., 2014, Terzi¢ et al., 2010; Laurent-Puig
et al., 1994; Uchiyama et al., 2012; Kumar et al., 2015).
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Figura 5. Esquema representativo da via de carcinogénese cléssica de CCR, designada de via adenoma-
carcinoma. Adaptado de: Tanaka, 2012.

Todavia, é importante referir a existéncia de outras vias de carcinogénese igualmente
potenciadoras de CCR. Uma dessas vias é caracterizada pela precedéncia de doencas
inflamatdrias cronicas, tais como, a colite ulcerosa (CU), doenca de Chron (DC) e
Sindroma do Colon Irritdvel (SCI), que se caracterizam pela libertacdo prolongada e
anormal de citocinas e espécies reativas de oxigénio (Tanaka, 2012; Landskron et al.,
2014; Bromberg e Wang, 2009; Waldner et al., 2012; Scheller et al., 2001). Este processo
impede que os tecidos danificados do colon e reto regenerem, criando lesGes pre-

neopléasicas e aumentando assim o risco de carcinogénese.

1.2 Classificacdo Histoldgica

Atualmente mais de 90% dos carcinomas em CCR sdo do tipo adenocarcinoma
(Fleming et al., 2012). A identificacdo histopatologica do adenocarcinoma é feita com
base na extensdo da distribuicdo de formagdes glandulares que caracterizam a estrutura
deste tipo de carcinoma (Fleming et al., 2012; Hamilton e Aaltonen, 2012). Deste modo,
quando é possivel observar: i) estruturas glandulares em >95% do tumor diz-se que
estamos perante um adenocarcinoma bem diferenciado (Grau 1); ii) quando é possivel

observar uma distribuicdo de estruturas glandulares em 50 a 95% do tumor diz-se que
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este € moderadamente diferenciado (Grau 2); iii) quando é possivel observar uma
distribuicdo de estruturas glandulares em 5 a 50% do tumor diz-se que este é pouco
diferenciado (Grau 3) e, finalmente, iv) quando se verifica a presenca de estruturas
glandulares em <5% da extensd@o tumoral e a presenca de um tumor sobretudo solido e
dotado de estruturas irregulares, diz-se que se trata de um adenocarcinoma indiferenciado
(Grau 4) (Fleming et al., 2012; Hamilton e Aaltonen, 2012; Compton, 2003). O
adenocarcinoma mais frequente € o de Grau 2, constituindo cerca de 70% dos casos
diagnosticados (Fleming et al., 2012). Ao nivel da localizacdo do adenocarcinoma,
apenas se diz que 0 mesmo possui potencial invasivo quando este consegue infiltrar-se na
muscularis mucosae (Figura 6) (Hamilton e Aaltonen, 2012).
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Figura 6. Representacdo esquematica da anatomia das camadas epiteliais que caracterizam a regido do
célon e representacdo sobre quais as principais tecidos afetados de acordo com o estadio de
desenvolvimento da patologia (T1,T2,T3,T4). Adaptado de: Young et al., 2011.

Os parametros de classificacdo do CCR sdo baseados na Classificacdo de Tumores,
publicado pela da Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) em 2012 (Figura 7) (Hamilton
e Aaltonen, 2012).
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Epithelial tumours

Non-epithelial tumours
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Figura 7. Critérios de classificacdo implementados e utilizados pela Organizacdo Mundial de Saude na
classificacdo histoldgica de tumores presentes nas regides do colon e do reto. Adaptado de: Hamilton e
Aaltonen, 2012.

1.3 Fatores de risco

As causas que originam CCR sdo multifatoriais e resultam do efeito combinado e
cumulativo de fatores ambientais e genéticos (Terzi¢ et al., 2010; Haggar et al., 2009;
Brambilla et al., 2001; Brenner et al., 2014). Atualmente, areas como a nutri¢ao, genética,
epidemiologia, ambiente e outras tém evoluido no sentido de uniformizar e determinar os
fatores mais contributivos para o desenvolvimento de CCR (Potter e Lindor, 2009). O
potencial de risco que os fatores ambientais podem adquirir para 0 aumento/diminuigéo
do risco de progressdo CCR ja é reconhecido, em grande parte devido a realizacdo de
estudos de interacao entre diferentes populacdes e as respetivas culturas/etnias (Young et
al., 2011; Potter e Lindor, 2009). Os principais fatores de risco ambientais envolvidos no
desenvolvimento de CCR referem-se ao estilo de vida e a alimentacéo que cada individuo
adquire, nomeadamente o consumo de alcool, tabaco e o consumo de alimentos ricos em
gorduras saturadas (Haggar et al., 2009; Potter e Lindor, 2009). Dentre os diversos
mecanismos carcinogénicos séo de salientar a producdo de &cidos biliares secundérios, a
producdo de espécies reativas de oxigenio (ERO), acetal aldeidos, aminoéacidos
aromaticos, N-nitrosamina e a libertacdo ndo controlada de citocinas e quimiocinas
(Raskov et al., 2014; Kumar et al., 2015).
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A ineréncia de patologias hereditarias, como € o caso da Doenca Inflamatdria dos
Intestinos (DII) e DC, também se encontram descritos na literatura como potenciadores
do risco de desenvolvimento e progressdo de CCR (Gusdkov et al., 2011; Landskron et
al., 2014; Terzi¢ et al., 2010; Dinarello, 2009; Waldner et al., 2012; Xu e Pasche, 2007;
Gok et al., 2015; Hanada et al., 2002; Kumar et al., 2015; Fleming et al., 2012; Brenner
et al.,, 2014). Também a presenca de infe¢cbes ao nivel do célon provocadas por
Helicobacter pylori e outros agentes patogénicos podem aumentar o risco de
desenvolvimento de CCR, uma vez que proporcionam a ocorréncia de longos periodos de
inflamacéo que podem resultar em estados de inflamacéo crénica nos tecidos (Landskron
etal., 2014; Terzi¢ et al., 2010; Xu e Pasche, 2007; Ito et al., 2007; Brenner et al., 2014).
Outro indutor de cronicidade inflamatdria relatado como potenciador de CCR e outros
tipos de carcinoma, como sendo o Carcinoma Gastrico (CG), é a CU (Tanaka, 2012;
Landskron et al., 2014; Terzi¢ et al., 2010; Popivanova et al., 2008; Osério-Costa e
Carvalheira, 2013; Wang e Lin, 2008; Sampaio et al., 2015; Bromberg e Wang, 2009;
Waldner et al., 2012; Uchiyama et al., 2012; Lu et al., 2015; Lu et al., 2014; Gok et al.,
2015; Ito et al., 2007).

Estados de inflamacdo crénica sdo provocados pela persisténcia de respostas
imunitéarias nos tecidos, devido a forte infiltracdo de granulécitos e linfocitos, e que
resultam na producdo de biomoléculas ativas e em danos nos tecidos (Tanaka, 2012;
Landi et al., 2006; Landskron et al., 2014; Terzi¢ et al., 2010; Waldner et al., 2012;
Krzystek-Korpacka et al., 2013). Entre os varios tipos de biomoléculas ativas passiveis
de serem produzidas no microambiente no colon e reto, encontram-se fatores de
crescimento, citocinas e de quimiocinas (Landskron et al., 2014). O nivel de inflamacéo
dos tecidos cdlicos e rectais esta diretamente associada a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (Thl) e anti-inflamatérias (Th2), tais como 0 TNF-o, a IL-6, 0 TGF-B e a
IL-1, que podem adquirir um papel importante no desenvolvimento de CCR (Waterston
e Bower, 2004; Landskron et al., 2014; Stanilov et al., 2014; Van et al., 2006; Osorio-
Costa e Carvalheira, 2013; Bromberg e Wang, 2009; Gasche et al., 2011; Céspedes et
al., 2012; Kubiczkova et al., 2012; Murphy et al., 2003; Apte et al., 2015; Li et al., 2012;
Elaraj, 2006; Matsuo et al., 2009).

Os genes que codificam as citocinas constituem uma fonte de estudo promissora na
area na Oncoimunologia, uma vez que as suas sequéncias promotoras sdo constituidas

por regides polimorficas que podem influenciar a mediacdo dos processos inflamatorios,
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e consequentemente, podem estar envolvidos na promocgdo dos processos de
carcinogénese (Lu et al., 2014; Howell e Rose-Zerilli, 2007; Perri et al., 2010). A variacéo
polimérfica de um Unico par de bases ou nucledtidos, designa-se de SNP (Single
Nucleotide Polymorfisms), e constitui a variagdo genética mais frequente (Stanilov et al.,
2013; Landi et al., 2006). O estudo dos SNPs torna-se relevante dado que muitas destas
variacOes tém sido reconhecidas como tendo caracter clinico relevante (clinical variants),
designadamente, as mutacgdes ocorridas nas suas regides promotoras, que podem provocar
alteracdes ao nivel da expressdo, e as variagdes nas regides codificantes desta moléculas,
que podem provocar alteracdes ao nivel da sua atividade (Stanilov et al., 2013; Landi et
al., 2006; Perri et al., 2010).

1.4 Citocinas e Inflamacéo

O termo “citocina” designa um vasto conjunto de glicoproteinas e péptidos de baixo
peso molecular, responsaveis pelo desenvolvimento de processos de comunicacao e
sinalizacdo molecular (Cardoso et al., 2012; Zhang e An, 2009). A distin¢do entre
citocinas é executada com base na sua origem celular, na célula(s) alvo e na funcéo
desempenhada (Cardoso et al., 2012). Com base neste critério, o termo citocina pode
englobar: i) quimiocinas, (produzidas em mondcitos e macréfagos, envolvidas nos
mecanismos de orientacdo e movimentagdo celular); ii) adipocinas, (produzidas em
adipocitos); iii) linfocinas, (produzidas em linfocitos, envolvidas na mediacdo de
respostas imunoldgicas inatas); iv) monocinas, (produzidas em mondcitos, envolvidas na
mediacdo de respostas inflamatdrias do sistema inato, sob a forma de macréfago ou
células dendriticas) e v) interleucinas (produzidas por leucdcitos, envolvidas no controlo
de outros leucdcitos) (Cardoso et al., 2012; Zhang e An, 2009).

A acdo das citocinas pode ocorrer através de mecanismos autocrinos, na qual a citocina
atua na sua célula produtora, paracrinos, na qual a citocina atua em células adjacentes, ou
enddcrinos, na qual a citocina atua em células mais distantes (Cardoso et al., 2012; Zhang
e An, 2009; Dembic, 2015; Kundu et al., 1996; Murphy, 2012). Estas ac¢0es s&o
executadas através da ligacdo a recetores especificos de elevada afinidade, permitindo
que pequenas quantidades de citocinas produzam efeitos biolégicos pronunciados
(Murphy, 2012; Hanada et al., 2002). A eficacia das respostas desencadeadas pelas

citocinas encontra-se também relacionada com as suas principais caracteristicas,
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nomeadamente, por serem pleiotropicas (adquirirem diferentes acGes em diferentes
contextos bioldgicos), redundantes (diferentes citocinas poderem produzir 0 mesmo
efeito bioldgico), sinergéticas (varias citocinas poderem cooperar de modo a potenciar
uma resposta biologica) e antagonicas (diferentes citocinas possuem acado oposta,
podendo assim autorregular-se entre si) (Cardoso et al., 2012; Zhang e An, 2009; Dembic,
2015; Murphy, 2012). Assim sendo, embora as citocinas desempenhem papéis
importantes no desenvolvimento de funcgBes cognitivas, nos processos de embriogénese
e no envelhecimento celular, a sua principal funcdo compreende a sua acdo nas
imunidades inata e adquirida/especifica (Cardoso et al., 2012; Murphy, 2012; Hanada et
al., 2002). Durante a atuacdo do sistema imune inato a producdo de citocina deriva de
células mononucleares, enquanto que na atuagdo do sistema imune adquirido a producéo

de citocinas € executada a partir de linfocitos T (Lee et al., 2011,189).

1.4.1 Classificacao das Citocinas

Comummente, a classificacdo das citocinas é efetuada de acordo com as propriedades
inflamatdrias associadas a cada uma delas. Assim sendo, as citocinas tém surgido
classificadas na literatura como detentoras de propriedades pro-inflamatorias (Th1) ou
propriedades anti-inflamatérias (Th2) (Cardoso et al., 2012; Zhang e An, 2009; Dembic,
2015; Maurille e Leo, 1998; Kundu et al., 1996; Murphy, 2012). Encontram-se,
atualmente, classificadas como citocinas pro-inflamatérias, a interleucina-1 (IL-1), o
Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a), a Interleucina-2 (IL-2), a Interleucina (IL-12) e
o Interferdo-gama (IFN-y), enquanto a Interleucina-10 (IL-10) e a Interleucina-4 (IL-4)
encontram-se classificadas como sendo citocinas com atividade anti-inflamatéria (Zaidi
e Merlino, 2011; Zhang e An, 2009). Porém, esta classificacdo constituiu apenas uma
formalidade, uma vez que tém surgido descrito na literatura citocinas que podem adquirir
propriedades anti- e pro-inflamatdrias (Th3), de acordo com diferentes fases do processo
inflamatorio, mais concretamente, o Transforming Growth Factor- beta (TGF-B) e a
Interleucina-6 (IL-6) (Diehl e Ricon, 2002). Contudo, o impacto que uma determinada
citocina possui nos processos de carcinogenese ndo dependera apenas da sua atividade

(Thi, Th2 ou Th3), mas também da fase do processo em que atua (Lee et al., 2011).
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1.4.1.1 Interleucina-1

A IL-1 é caracterizada por ser uma citocina pro-inflamatoria pleiotropica, localizada
no braco longo do cromossoma 2, sintetizada sobretudo por macrofagos e é constituida
por mais de 430 quilobases (Figura 8) (Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Dinarello, 1994; Dube
etal., 2001; Hoffmann et al., 2011; Apte et al., 2015). A IL-1 foi inicialmente classificada
em 1977 como sendo uma proteina co ativadora de linfocitos T (Dinarello, 2009;
Dinarello, 2011; Apte et al., 2015). Em 1984, através do descobrimento das suas
isoformas, foi estabelecido o seu envolvimento na regulacdo de processos pertencentes a
imunidade inata e a diversas areas de investigacdo (Figura 9) (Yuzhalin e Kutikhin, 2014;
Dinarello, 1994; Garlanda et al., 2013; Apte et al., 2015). Esta interleucina possui assim
capacidade de aumentar a producdo de varios elementos pertencentes ao sistema
imunitario inato, nomeadamente macrofagos, neutréfilos, eosindfilos, basofilos e

mastocitos (Garlanda et al., 2013).
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Figura 8. Localizagdo citogenética do gene IL1 no cromossoma 2. (Adaptado de:
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IL1B&keywords=INTERLEUKIN-1).
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Figura 9. Representacao das diferentes areas onde a IL-1 intervém e principais fun¢es desempenhadas.
Adaptado de: Dinarello, 2011.
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As duas isoformas que caracterizam a IL-1 sdo a interleucina-1 alfa (IL-1a) (Figura
10A) e a interleucina-1 beta (IL-1p) (Figura 10B) (Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Dinarello,
1994; Dinarello, 2009; Garlanda et al., 2013; Dinarello, 2011; Dube et al., 2001,
Hoffmann et al., 2011; Apte et al., 2015). Embora sejam codificadas em genes distintos
do cromossoma 2 e derivem de diferentes percursores proteicos, ambas as isoformas
possuem pesos moleculares semelhantes nos estadios prematuro (31kDa) e maturo
(17kDa), um recetor em comum, (recetor de interleucina-1; IL-1R), pela qual estas
moléculas competem e ambas estimulam a producéo de IL-6. (Yuzhalin e Kutikhin, 2014;
Garlanda et al., 2013; Murphy et al., 2003; Hoffmann et al., 2011)

Figura 10. Estrutura tridimensional das moléculas de IL-1a (A) e IL-1B (B), determinadas por
cristalografia de raio-x. (Adaptado de:http://www.rcsh.org/pdb/explore/explore.do?structureld=111B e

http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=2ILA).

Para que haja a ligacdo efetiva da IL-1 a ou 3 ao seu recetor é necessario que a estas
se liguem simultaneamente aos dois locais de reconhecimento do recetor. Este
reconhecimento permite que a IL-1 desempenhe a sua func¢do bioldgica nas células alvo.
Na presenca do antagonista do recetor de interleucina-1 (IL-1Ra), uma glicoproteina com
cerca de 25 kDa, as func¢Bes desempenhadas pela IL-10 e IL-1p sdo inibidas (Yuzhalin e
Kutikhin, 2014; Dinarello, 1994; La et al., 2001). O IL-1Ra inibe a IL-1 através da sua
ligacdo a um dos locais de reconhecimento do IL-1R bloqueando-o (Yuzhalin e Kutikhin,
2014). Assim sendo, sempre que se inicia o desencadeamento de um processo
inflamatdrio, estes trés elementos encontram-se em disputa por locais disponiveis no seu
recetor (Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Dinarello, 1994). Embora possuam inGmeras
semelhancas funcionais, a IL-1a e IL-1pB apenas partilham 22% de homologia genética

entre si. Estas diferencas justificam as divergéncias entre elas ao nivel da funcdo, da

13



Impacto dos polimorfismos de citocinas no desenvolvimento do Adenocarcinoma Colo-Retal | Sofia Fernandes

localizag&o e do seu impacto em processos de carcinogénese. (Yuzhalin e Kutikhin, 2014;
Dinarello, 1994; Garlanda et al., 2013)

1.4.1.2 Tumor Growth Factor- alpha

O TNF-a consiste numa citocina pro-inflamatoria multifuncional, que na sua forma
matura adquire 17 kDa de massa e pode existir sob a forma de monémero, dimero ou de
um homotrimero constituido por uma sequéncia de 157 aminoacidos (aa) (Figura 11)
(Waterston e Bower, 2004; Stanilov et al., 2014; Van et al., 2006; Osorio-Costa e
Carvalheira, 2013; Wang e Lin, 2008; Horiuchi et al., 2010; Esposito e Cuzzocrea, 2011).
A sequéncia genética desta citocina localiza-se no cromossoma 6 (Figura 12) e é
produzida sobretudo em macroéfagos, linfocitos T, linfocitos B, e células natural Killer
(NK) (Waterston e Bower, 2004; Stanilov et al., 2014;Van et al., 2006; Esposito e
Cuzzocrea, 2011).

Figura 11. Estrutura tridimensional da molécula TNF-a, determinadas por cristalografia de raio-x.

(Adaptado de: http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=4TWT).
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Figura 12. Localizacdo citogenética do gene TNFA no cromossoma 6. (Adaptado de:
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TNF&keywords=TNF).
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O TNF-a foi primeiramente descoberto em 1970, sendo nessa altura caracterizado pela
sua capacidade de inducgdo de processos de apoptose celular em células tumorais e de
impedimento do desenvolvimento de processos de carcinogénese (Wang e Lin, 2008;
Pfeffer, 2003). Esta citocina foi ainda denominada de catequina e caracterizada como
sendo um fator de diferenciacdo de linfocitos T (Waterston e Bower, 2004; Van et al.,
2006). Cinco anos apos a sua descoberta, 0 TNF-a. foi isolado e em 1984 foi clonado a
partir de genoma humano, data a partir do qual esta citocina foi vista como preponderante
para o desenvolvimento de respostas fisicas, imunitarias e patologicas (Van et al., 2006;
Wang e Lin, 2008).

As principais fungbes da TNF-a envolvem mecanismos fundamentais na
sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo e morte celular (Figura 13) (Wang e Lin,
2008). Estas funces englobam mecanismos anti-tumorais responsaveis pela lise de
celulas tumorais e pelo desenvolvimento de mecanismos de apoptose nas mesmas
(Stanilov et al., 2014). Sédo também conhecidos mecanismos em comum com a IL-1,
nomeadamente, o desenvolvimento de respostas imunitarias pertencentes ao sistema inato
embora 0s seus recetores e estruturas sejam distintos, o desenvolvimento de repostas
imunitéria pré-inflamatoria e a ativacdo de mondcitos na presenca de lipopolissacarideos
(LPS) (Waterston e Bower, 2004; Garlanda et al., 2013; Dube et al., 2001; Stanilov et al.,
2014). Por fim e também & semelhanga da IL-1, 0 TNF-a ¢ capaz de induzir a produgédo
de IL-6 devido ao desencadeamento de respostas imunitarias pré-inflamatorias
(Waterston e Bower, 2004). Contudo e ao nivel das respostas patoldgicas, 0 TNF-a
também se encontra envolvido no desenvolvimento de inflamagfes, rejeicdo de
transplantes, no desenvolvimento de artrite reumatoide, septicemia, € no crescimento
tumoral, (Wang e Lin, 2008). Sendo assim, quando se considera 0s processos de
carcinogénese, 0 TNF-a surge como sendo uma citocina ambigua, dado que ainda nao foi
possivel perceber se 0 mesmo possui um papel protetor ou impulsionador no

desenvolvimento de carcinoma.
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Figura 13. Representacéo sobre os diferentes mecanismos de a¢éo que podem resultar da agdo do TNF-
a. Adaptado de: Esposito e Cuzzocrea, 2011.

1.4.1.3 Interleucina-2

A IL-2 (Figura 14), primeiramente denominada de fator de crescimento de células T
(TCGF), foi a primeira interleucina devidamente purificada, caracterizada e identificada
na historia das interleucinas (Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Olejniczak et al., 2008;
Bubendk, 2004). A IL-2 encontra-se localizada entre as posi¢des 26-28 do cromossoma
4 e é constituida por 4 exdes intercalados por trés intrdes, um deles curto e constituido
por 90pb, e dois longos constituidos por 2290pb e por 1847pb (Figura 15) (Olejniczak et
al., 2008). Na sua forma matura, esta citocina e ainda caracterizada por ser uma
glicoproteina globular com cerca de 15,5kDa e constituida por uma sequéncia de 153 aa
(Olejniczak et al., 2008; Bubendk, 2004; Rosenberg, 2014).
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Figura 14. Estrutura tridimensional da molécula IL-2, determinadas por cristalografia de raio-x.

(Adaptado de: http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=4NEJ).
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Figura 15. Localizagdo citogenética do gene IL2 no cromossoma 4. (Adaptado de:
http://lwww.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IL2&keywords=IL-2).

A sua producdo ocorre sobretudo ao nivel de linfocitos T do tipo CD4+ ativos, mas
também se encontra expressa e pode ser produzida ao nivel de linfécitos T do tipo CD8+
inativos, células dendriticas e células do timo (Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Olejniczak et
al., 2008; Bubendk, 2004; Paoli, 2001; Rosenberg, 2014). As principais funcdes da IL-2
sdo a promocdo do crescimento e diferenciacdo de linfocitos T citotdxicos e auxiliares,
bem como, a promoc¢do da expressdo e diferenciacdo das células NK em células
citotoxicas e lymphokine activated killer (LAK), englobadas no mecanismo Thl
(Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Olejniczak et al., 2008; Rosenberg, 2014). A IL-2 pode ainda
mediar a inibicdo do crescimento de linfocitos T que se encontrarem em processo de

apoptose (Olejniczak et al., 2008).
1.4.1.4 Interleucina-6

A IL-6 carateriza-se por ser uma citocina Th3 multifuncional localizada na posi¢éo 15
do cromossoma 7 (Figura 16). Esta interleucina possui funcées relevantes ao nivel dos
processos de sobrevivéncia, proliferagdo e morte celular (Yuzhalin e Kutikhin, 2014;
Bromberg e Wang, 2009; Uchiyama et al., 2012; Esfandi et al. 2006; Gasche et al., 2011;

Kakourou et al., 2015). A IL-6 pode ainda funcionar como fator de diferenciagédo em
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linfécitos B e como um mediador de respostas inflamatdrias cronicas ou pontuais
(Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Waldner et al., 2012).
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Figura 16. Localizacdo citogenética do gene IL6 no cromossoma 7. (Adaptado de:
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IL6&keywords=IL-6).

Os principais produtores de IL-6 sdo mondcitos, fibroblastos, células endoteliais,
macrofagos, linfécitos T, linfdcitos B e granulécitos (Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Esfandi
et al. 2006; Waldner et al., 2012). Assim sendo, esta citocina tem surgido associada a
regulacdo de processos patofisioldgicos, tendo sido ja associada a casos de mieloma
maultiplo, Doenca de Alzheimer, osteoporose poOs-menopausica, artrite reumatoide,
doenca de Castleman e mieloma multiplo, mas também a casos de carcinoma de pele
comum, do esofago, em carcinoma do pulmdo, em melanomas, e colites associadas a
carcinoma do colo-retal (Gasche et al., 2011; Uchiyama et al., 2012; Esfandi et al. 2006;
Waldner et al., 2012; Malicki et al., 2009; Lu et al., 2015; Kakourou et al., 2015; Stanilov
etal., 2010).

1.4.1.5 Interleucina-12

A IL-12 localiza-se na posicdo 27 do cromossoma 3 (Figura 17) e constitui um
heterodimero composto por duas subunidades p40 a p35, também denominadas por
subunidade 3 e a respetivamente, que se encontram conectadas por uma ponte dissulfito
(Stanilov et al., 2013; O’Hara et al., 1998; Colombo e Trinchieri, 2002; Stern et al., 1996;
Lasek et al., 2014; Navaglia et al., 2005). A segunda subunidade em particular possui

algum grau de homologia com a IL-6 (Stern et al., 1996).
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Figura 17. Localizacdo citogenética do gene IL12 no cromossoma 3. (Adaptado de:
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IL2&keywords=IL-12).
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Os principais locais produtores de IL-12 localizam-se em células apresentadoras de
antigénios, nomeadamente, macrofagos, células dendriticas e linfécitos B (Stanilov et al.,
2013; O’Hara et al., 1998; Colombo e Trinchieri, 2002; Stern et al., 1996). Sob o ponto
de vista funcional, as principais funcfes da IL-12 integram a producédo do IFN-vy, IL-2 e
TNF-o (O’Hara et al., 1998) através de linfécitos T, e células NK, e a maturacdo dos
linfocitos ThO em linfécitos do tipo Thl (O’Hara et al., 1998; Colombo e Trinchieri,
2002; Stern et al., 1996; Stanilov et al., 2013; Colombo e Trinchieri, 2002; Lasek et al.,
2014). A IL-12 pode ainda funcionar como um fator de crescimento (O’Hara et al., 1998)
e é responsavel pela inibicdo dos processos de angiogénese e pela libertacdo de IL-6 em

resposta ao aumento de LPS (Yuzhalin e Kutikhin, 2014 ).

1.4.1.6 Interferdo- Gama

O IFN-y constitui uma citocina imunomodulatoria, pro-inflamatéria, localizada na
posicdo 15 do cromossoma 12 (Figura 18). Esta citocina, pertencente a uma familia mais
vasta de IFN, pode também surgir denominada na literatura por IFN do tipo Il dado que
possui um recetor especifico e uma localizacao genética diferente dos restantes elementos
da mesma familia (Zaidi e Merlino, 2011; Schroder et al., 2011; Lu et al., 2014; Hanada,
2006).
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Figura 18. Localizacdo citogenética do gene IFNG no cromossoma 12. (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=IFNG&Kkeywords=IFN,GAMMA).

Inicialmente, o IFN-y foi denominado de fator ativador de macréfagos, dada a sua
associacao a funcbes desempenhadas ao nivel do sistema imunitario que interferiam com
0s processos de replicagdo viral e com o progresso de infe¢cbes microbianas e bacterianas
(Fei etal., 2014; Hanada, 2006; Schroder etal., 2011). Os principiais locais de producao
de IFN- vy sdo linfocitos T citotoxicos, linfocitos T auxiliares, células NK, podendo ainda

ser detetada a sua producdo em linfécitos B e Células Apresentadoras de Antigénios
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(CAA) (Schroder et al., 2011). Ao nivel da sua funcdo, o IFN-y é responsavel pela
ativacdo de macrofagos e encontra-se envolvido na regulagdo de processos
desencadeados por linfécitos B e células NK (Schroder et al., 2011). O IFN- y ¢
responsavel pela ativacdo do MHC do tipo Il em linfocitos B, células dendriticas,
monocitos e macrofagos, bem como pela especificacdo de linfocito T do tipo ThO em
linfocitos do tipo Th1l (Schroder et al., 2011). No que se refere a regulacdo de outras
citocinas, 0 IFN- y ¢é capaz de promover a producdo de IL-12 e inibir a acdo anti-
inflamatdria desencadeada pela IL-4 (Schroder et al., 2011). As principais citocinas
agonistas do interferdo-gama sdo a IL-12 e 0 TNF-a, enquanto as citocinas IL-4, IL-10 e
TGF-B possuem um efeito antagonista sobre o IFN-y, impedindo assim o seu

funcionamento (Schroder et al., 2011).

1.4.1.7 Transforming Growth Factor-Beta

O TGF-B pode ser subdividido em trés isoformas, TGF-B1, -B2 e -3, que partilham
entre si cerca de 70% de homologia genética (Fi et al., 2008; Lebrun et al., 2012;
Kubiczkova et al., 2012). O TGF-B1 constitui uma citocina multifuncional localizada na
posicao 13.2 do cromossoma 19 (Figura 19) (Kemik, 2011; Kubiczkova et al., 2012). Na
sua forma ativa, 0 TGF-B1 ¢ constituida por dois monoémeros ligados entre si e por uma
ligacdo dissulfito, adquirindo assim uma massa de cerca 25 kDa (Fi et al., 2008; Lebrun
et al., 2012; Kemik, 2011). Esta citocina atua sobretudo ao nivel de células epiteliais,
endoteliais, mieloides e em células linfoides (Fi et al., 2008; Lebrun et al., 2012; Kemik,
2011).
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Figura 19. Localizagdo citogenética do gene TGFB no cromossoma 19. (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=TGFB1&keywords=TGF).

Ao nivel da sua fungdo, o TGF-B1 é responsavel pela regulagcdo dos processos de
crescimento, diferenciacdo e morte celular, maioritariamente pela mediag&o de respostas

imunitarias do tipo Th2 e pela remodelacdo da matriz extracelular, o que o torna numa
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citocina abundante numa grande variedade de tecidos (Fi et al., 2008; Lebrun et al., 2012;
Xu e Pasche, 2007; Kemik, 2011; Kubiczkova et al., 2012). Contudo, e a semelhanca do
que ocorre com a maioria das citocinas, 0 TGF-B1 pode adquirir um papel promotor ou
dissuasor no crescimento tumoral (Lebrun et al., 2012; Kemik, 2011; Kubiczkova et al.,
2012). A totalidade dos estudos que associam o TGF-Bl1 com o aparecimento de
carcinoma tém evidenciado esta citocina como sendo um agente protetor em fases iniciais
do desenvolvimento de carcinoma, e como um fator de risco e de metastizacdo em fases
mais avancadas (Céspedes et al., 2012; Fi et al., 2008; Lebrun et al., 2012; Xu e Pasche,
2007; Kemik, 2011; RIEC, 2014; Yang e Yang, 2010; Langenskiold et al., 2008;
Kubiczkova et al., 2012). O momento a partir do qual esta citocina passa de anti-

cancerigena para pro-cancerigena ainda ndo se encontra estabelecido (Xu e Pasche, 2007).

1.4.1.8 Importancia do estudo de citocinas em carcinomas

Devido ao papel preponderante das citocinas na regulagdo dos processos imunitarios,
estas proteinas tém vindo a ser consideradas importantes biomarcadores de células
tumorais, nomeadamente em CCR. Embora ainda sejam necessarios trabalhos cientificos
que esclarecam o impacto da acdo das citocinas no risco de CCR, é possivel prever o
papel que algumas destas moléculas poderdo ter no desenvolvimento deste tipo de

carcinoma.

A IL-1pB surge caracterizada na literatura como indicadora de mau progndstico para
CCR, dado ser dependente do microambiente tumoral e aparecer associada aumento do
risco de carcinomas mais severos e invasivos (Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Apte et al.,
2015; Maihofner et al., 2003; Liu et al., 2003; Li et al., 2012; Lewis et al., 2006). Por sua
vez, IL-1a tem sido qualificada como anti-tumoral, devido ao retro-controlo negativo que
exerce sobre a IL-1p e pelo seu papel blogueador na progressdo de células tumorais como
o verificado nos estadios precoces do carcinoma da pele (Apte et al., 2015; Yuzhalin e
Kutikhin, 2014; Murphy et al., 2003). Contudo, esta citocina também foi referenciada
como sendo pré-tumoral, no que se refere aos processos de angiogénese no carcinoma do
colon e do figado (Sakurai et al., 2008; Matsuo et al., 2009). O IL-1Ra tem sido descrito
como um agente anticancerigeno, na medida em que impede as funcées pro-inflamatdrias
desempenhadas pela IL-1B e que impede a progressdo dos processos de angiogénese e

metastizacdo tumoral, diminuindo assim a suscetibilidade para os processos de
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carcinogenese (Apte et al., 2015; La et al., 1999; Garlanda et al., 2013; Yuzhalin e
Kutikhin, 2014; La et al., 2001). Este antagonista da IL-1, foi detetado em variados tipos
de carcinomas, nomeadamente, em casos de carcinoma gastrico, cervical, pele, mamario,
préstata e colo-retal (Yuzhalin e Kutikhin, 2014 ,La et al., 2001).

Ao nivel do TNF-a, a sua expressdo tém surgido associada ao aumento do risco de
carcinoma. Esta associacdo deve-se a sua detecdo em células pré-cancerigenas em casos
de leucemia linfocitica crénica, carcinoma cervical, carcinoma da préstata e carcinoma
mamario (Wang e Lin, 2008). Esta citocina também foi associada ao crescimento de
micrometastases no figado, um dos primeiros locais de metastizacdo de CCR, e na
promocdo da carcinogénese em individuos com carcinoma do célon e reto (Yuzhalin e
Kutikhin, 2014 ; Jiao et al., 2014; Popivanova et al., 2008; Stanilov et al., 2014; Osorio-
Costa e Carvalheira, 2013; Stanilov et al., 2010). Assim sendo, 0 TNF-a parece estar
implicado nas diferentes fases que caracterizam o processo de carcinogénese,
nomeadamente, as fases de inicia¢do, promogao e progressdo de carcinoma (Osorio-Costa
e Carvalheira, 2013).

Por sua vez, o estudo da IL-2 tem sido direcionado para casos de carcinoma do pulméo,
carcinoma mamario, carcinoma do intestino delgado, carcinoma do figado e carcinoma
da prostata (Olejniczak et al., 2008). Na grande maioria dos casos tem-se verificado uma
associacdo entre a diminuicdo dos niveis de IL-2 e o aumento de progressdo dos
carcinomas para estadios mais avancados (Olejniczak et al., 2008). Esta associagdo
adquire algum fundamento, uma vez que a IL-2 é dotada de propriedades proé-
inflamatdrias fundamentais no controlo da dispersdo tumoral (Olejniczak et al., 2008;
Cote-Sierra et al., 2004). Assim, a IL-2 tem sido usada como um agente terapéutico em
fases avancadas no combate de carcinoma renal, melanoma, linfoma carcinoma de bexiga
e leucemia mieloide com resultados promissores (Zhu et al., 2015; Rosenberg, 2014;
Rosenberg, 2007).

Na maioria dos estudos relativos a IL-6, esta encontra-se associada & uma agédo pro-
inflamatdria e pro-tumoral (Waldner et al., 2012; Gasche et al., 2011; Kakourou et al.,
2015). Variados estudos verificaram que a producdo de IL-6 em células tumorais funciona
como um fator promotor de proliferagdo celular e de metastizagdo em CCR, via STAT3
(Figura 16) (Esfandi et al. 2006; Waldner et al., 2012; Gusdkov et al., 2011; Yuzhalin e
Kutikhin, 2014; Bromberg e Wang, 2009; Waldner et al., 2012; Grivennikov e Karin,

2008). Esta via encontra-se mais frequentemente ativa em casos de carcinoma com mau
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prognostico (Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Waldner et al., 2012; Grivennikov e Karin,
2008). Simultaneamente a ativacdo da via STAT3 encontra-se também a ativacdo
desregulada do fator nuclear kappa B (NF-kB), um fator de transcri¢do envolvido em
todas as fases e vias de transducao de sinal associadas a inflamacao (Figura 20) (Gusdkov
et al., 2011; Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Bromberg e Wang, 2009; Waldner et al., 2012;
Grivennikov e Karin, 2008).
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Figura 20. Mecanismo de ativacdo da via Stat3 através da acdo do gene IL-6 e respostas celulares
consequentes desta acdo. Adaptado de: Grivennikov e Karin, 2008.

Relativamente a IL-12 e ao IFN-y ainda pouco ¢ conhecido sobre o seu impacto nos
processos de carcinogénese, podendo comportar-se como agentes pro-tumoral ou anti-
tumoral, de acordo com as caracteristicas do microambiente tumoral e 0s processos
inflamatdrios inerentes (Figura 19) (Zaidi e Merlino, 2011). Na IL-12, é conhecido o seu
papel na protecdo de carcinoma em fases de desenvolvimento mais avancadas e no
aumento do risco em fases inicias da carcinogénese em diversos tipos de carcinoma,
nomeadamente, carcinoma nasofaringeal, carcinoma do pulméo e CCR (Ben Chaaben et
al., 2011; O’Hara et al., 1998; Colombo e Trinchieri, 2002; Kaarvatn et al., 2012; Lasek
et al., 2014; Stanilov et al., 2013; Sun et al., 2015). Enquanto que, varios autores tém
demonstrado uma associacao entre 0 aumento dos niveis de IFN- y no sangue e 0 aumento
do risco de colite e carcinoma do célon, entre outros (Fei et al., 2014), alguns estudos
caracterizam esta citocina como um agente terapéutico (Zaidi e Merlino, 2011). No caso
particular de CCR o aumento de expresséo do IFN- y tem aparecido associado ao aumento
do grau de inflamac&o dos tecidos e ao aumento do risco de progressdo tumoral (Lu et
al., 2014).
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Finalmente, 0 TGF-p ¢é responsavel pela manutengao da integridade do tecido, através
do desencadeamento de processos apoptdticos em células anémalas (Xu e Pasche, 2007).
Esta capacidade é devida a acdo do tipo autdcrina ou parécrina que esta citocina pode
possuir, e que tem sido associada a prevencdo de carcinoma da préstata, carcinoma
mamario, carcinoma do pulméao e carcinoma do colon (Fi et al., 2008; Lebrun et al., 2012;
Kemik, 2011). Contudo, outros estudos tém demonstrado uma associag¢ao entre o aumento
dos niveis de TGF-P no sangue e o aumento do risco de carcinoma do pancreas e colo-
retal (Yang e Yang, 2010). Relativamente ao CCR, 0 TGF-p tem sido descrito como um
fator preventivo em fases iniciais e fator de risco em fases mais avancadas (Céspedes et
al., 2012; Fi et al., 2008; Lebrun et al., 2012; Xu e Pasche, 2007; Kemik, 2011; RIEC,
2014). Esta dualidade de funcbes deve-se ao fato de o TGF-B ser uma citocina com
atividade Th3 (Céspedes et al., 2012; Fi et al., 2008; Lebrun et al., 2012; Xu e Pasche,
2007; Kemik, 2011; RIEC, 2014). A via que tem surgido ativa nos casos em que esta
citocina adquire fungdes pro-tumorogeénica é a via das SMADs (SMAD2, SMAD3,
SMADA4), a partir da qual o TGF-p sofre um aumento da taxa de mutagdes e alteragdes
ao nivel da expressao e/ou funcdo dos seus recetores (Xu e Pasche, 2007; Kubiczkova et
al., 2012).

1.4.1.9 Importancia do estudo dos polimorfismos em citocinas

Um polimorfismo pode ser definido como qualquer variante genética com frequéncias
superiores ou iguais a 1% numa determinada populacdo (Jobling et al., 2014). S&o
conhecidos varios tipos de polimorfismos possiveis de ocorrer ao nivel do DNA
gendmico simples, sendo 0os SNP os mais estudados e frequentes (Stanilov et al., 2013).
O estudo de SNP ou mutac¢des pontuais tem ganho cada vez mais importancia e interesse,
dado que a ocorréncia na regido promotora pode desencadear alteragdes nos seus niveis
de expressdo e ao nivel da sua reatividade, nomeadamente, no desencadeamento de
respostas inflamatorias (Stanilov et al., 2013). Assim sendo, a ocorréncia de SNP’s pode
provocar modificacBes genéticas e fenotipicas, que podem levar a modificacdo do grau
de suscetibilidade & qual um determinado individuo se encontra sujeito (Stanilov et al.,
2013).

Ao nivel do CCR tem-se verificado, sobretudo em paises desenvolvidos, que o seu

desenvolvimento é precedido, muitas das vezes, por processos inflamatorios cronicos
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e/ou prolongados, normalmente sob a forma de CU (Landskron et al., 2014; Popivanova
et al., 2008; Gok et al., 2015). Assim sendo, torna-se evidente a importancia que a agéo
das citocinas podem adquirir nos processos de tumorogénese, invasdo, dispersdo e
metastase. Por outro lado, como as variantes polimoérficas das citocinas alteram a
funcionalidade destas torna-se fundamental o estudo de SNP’s na investigacdo dos

principais fatores de suscetibilidade ao nivel do CCR (Stanilov et al., 2013).

1.4.1.10 Caracterizagdo dos polimorfismos nas citocinas estudadas

O gene da IL-1 integra um complexo de genes na qual se inserem a -1a, -1p, -1R e a -
1Ra (Dinarello, 1994). Ao nivel da regido promotora da IL-1a é possivel identificar em
polimorfismo localizado na posicdo -889 e que consiste na substitui¢do do alelo T para o
alelo C (Figura 21A) (Lee et al., 2010; Harrison et al., 2008; Tseng et al., 2002; Uboldi
et al., 2003; Gok et al., 2015; Ldépez-Hernandez et al., 2015). Este polimorfismo ja se
encontra devidamente caracterizado, assim como 0s seus genotipos de alta produgdo IL1A
-889TT, de baixa producao IL1A -889CC e de producdo intermédia IL1A 889CT (Tseng
et al., 2002; Uboldi et al., 2003). Contudo, os estudos de associacdo e o impacto deste
polimorfismo na éarea da oncolobiologia, particularmente, ao nivel do adenocarcinoma

colo-retal ainda s&o praticamente inexistentes.

Por sua vez e ao nivel do gene da IL-1p sdo conhecidos varios polimorfismos, entre os
quais o polimorfismo IL1B -511C/T, localizado na regido promotora, e o polimorfismo
IL1B +3954C/T, localizado na regido codificante, intrdo 4 (Figura 21B) (Lee et al., 2010;
Shin et al., 2008; Harrison et al., 2008; Balasubramanian et al., 2006; Tseng et al., 2002;
Tseng et al., 2001; Uboldi et al., 2003; Gok et al., 2015; Ito et al., 2007; Lopez-Hernandez
et al., 2015). Para todos os polimorfismos mencionados anteriormente, ja foram
executados estudos de associacdo com o risco de desenvolvimento de varios tipos de
carcinoma, entre os quais, 0 CCR (Fei et al., 1989; Stanilova,2013; Yuzhalin e Kutikhin,
2011; Tseng et al., 2002). De acordo com o estudo levado a cabo por EI-Omar et al. foi
possivel verificar a existéncia de associacdo dos polimorfismos mutantes IL1B -511T e
IL1B +3954T com o aumento do risco de CG. Noutro estudo realizado por Ito et al. foi
possivel encontrar associagdo entre o aumento da prevaléncia de individuos portadores
do genotipo IL1B -511CT e a diminuigdo do risco de CG e CCR (EI-Omar et al., 2000;
Ito et al., 2007)
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Relativamente aos restantes elementos da familia da IL-1, o IL-1Ra é caracterizado
por possuir o polimorfismo IL1IRA mspal11100, responséavel pela substituicdo de T para
C (Figura 21C), e o IL-1R é caracterizado por possuir o polimorfismo pst1970,
responsavel pela substituicdo de C para T (Tseng et al., 2002; Tseng et al., 2001; Uboldi
et al., 2003). Apesar de serem polimorfismos relevantes para o funcionamento da IL-1,

ndo existem estudos de associacdo destes SNPs ao nivel do adenocarcinoma colo-retal.

-889C/T
A IL-1a Promotor
B 1L.-1 B Promotor
+3954 C/T 511 C/IT

C IL-IRa

11100 T/C

Figura 21. Representacdo esquematica da localizacdo das posi¢bes polimoérficas do gene (A) IL1A, (B)
IL1B e (C) IL1Ra.

Ao nivel do TNF-a, os principais polimorfismos estudados encontram-se localizados
na regido promotora, mais concretamente nas posigdes -308 e -238, e ambos consistem
na substituicdo de G para A (Figura 22) (Stanilov et al., 2013; Landi et al., 2003; Wang
e Lin, 2008). Para ambos os polimorfismos, tém sido identificados como alelos de elevada
producdo de TNF-a o TNFA -308A e 0 TNFA -238A e como alelos de baixa producao o
TNFA -308G e 0 TNFA -238G. O estudo de ambos os SNPs tem sido executado por varios
autores com o intuito de averiguar 0 seu impacto na suscetibilidade para o
desenvolvimento de varios tipos de carcinoma, nomeadamente, o CCR (Stanilov et al.,
2013; Landi et al., 2003; Wang e Lin, 2008). Segundo Wang e Lin, o aumento de
expressao de TNF-a no sangue, provocada pelo aumento da prevaléncia dos genétipos de
alta expressdao TNFA -308AA e TNFA -308GA parece promover o aumento do risco de

CCR. Por sua vez, Jang e sua equipa verificaram uma associagdo entre o aumento da
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frequéncia do alelo TNFA -238A e a diminuicdo do risco de CCR (Jang et al., 2001; Wang
e Lin, 2008)

-308 G/A -238 G/A
TNF-q Fromotor

Figura 22. Representacdo esquematica da localizacdo das posicBes polimorficas do gene TNFA.

Relativamente a IL2, existem dois polimorfismos que tém sido intensivamente
estudado em vérias areas de investigacdo, nomeadamente, os polimorfismos IL2 T/G
—330¢e IL2 G/T +166 (Figura 23). Ao nivel do polimorfismo IL2 -330T\G foi identificado
0 IL2 -330GG como genotipo de alta produgdo e o genotipo IL2 -330TT como sendo de
baixa producéo (Zhao e Wang, 2015; Uboldi et al., 2003; Barkhordari et al., 2010; Sisman
et al., 2007; Sayad e Movafagh, 2014). Adicionalmente foi identificado em ambos os
polimorfismos, IL2 T/G —330 ¢ IL2 G/T +166 os haplétipos (IL2 —330/+166) GG-GG e
(IL2 —330/+166) GG-TG como sendo altos produtores e os haplotipos (IL2 —330/+166)
TG-TT e (IL2 —330/+166) TT-TT como sendo baixos produtores de IL-2 (Zhao e Wang,
2015; Uboldi et al., 2003; Barkhordari et al., 2010; Sisman et al., 2007; Sayad e
Movafagh, 2014). Devido a sobre expressao que tem sido detetada ao nivel do gene da
IL-2 em varios tipos de carcinoma e doencas inflamatorias presentes no colon, muitos
estudos tém sido executados com a finalidade de averiguar a associa¢do entre ambos
(Zhao e Wang, 2015; Barkhordari et al., 2010; Sisman et al., 2007). Zhao e Wang
verificaram uma associacgdo entre o aumento da frequéncia do alelo mutante 1L2 -330G e
0 aumento do risco de carcinomas no trato gastro-intestinal (Zhao e Wang, 2015). Por sua
vez, Barkhordari e os seus colaboradores demonstraram uma associacao entre o aumento
da prevaléncia do haplétipo de producdo intermédia (IL2 —330/+160) TG e 0 aumento do
risco de DII (Barkhordari et al., 2011).
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B30 T/G +160 G/'T
-2 Promotor

Figura 23. Representacdo esquematica da localizagdo das posi¢des polimérficas do gene IL2.

O papel e impacto da IL6 no desenvolvimento de carcinoma surge presentemente
descrito na literatura como sendo contraditério, pelo que os estudos dos polimorfismos
caracteristicos desta citocina se encontram longe de uma resolucéo (Stanilov et al., 2013;
Landi et al., 2003; Maria et al., 2015). Dentre os varios polimorfismos existentes na
regido promotora da IL-6, os mais estudados encontram-se nas posi¢des -174 que consiste
na troca de C para G e o +565 caracterizado pela troca de A para G (Figura 24) (Stanilov
et al., 2013; Landi et al., 2003; Maria et al., 2015). Os haplétipos de alta producéo
identificados para ambos os polimorfismos sdo o (IL6 -174/565) GG e (IL6 -174/565)
GA, enguanto os haplétipos de baixa produgéo sdo o (1L6 -174/565) CG e (IL6 -174/565)
CA (Maria et al., 2015; Stanilov et al., 2013). Segundo Uchiyama et al., o aumento dos
niveis de IL-6 na corrente sanguinea pode provocar um aumento do risco de CCR. Por
sua vez, Sugimoto et al. e Sampaio et al. verificaram uma associacdo entre o aumento da
frequéncia do alelo alta producgéo -174G e o aumento do risco de CG (Uchiyama et al.,
2012; Sampaio et al., 2015; Sugimoto et al., 2010).

+363 G/A -174 G/C
1L-6 Promotor

Figura 24. Representacdo esquematica da localizacdo das posi¢Ges polimoérficas do gene IL-6.

Ao nivel da IL12, a subunidade —f tem sido a principal implicada no desenvolvimento
de carcinoma, sendo um desses polimorfismos localizado na regido ndo transcrita do
terminal 3> (UTR), mais concretamente na posicdo +1188 que consiste em uma
substituicdo de A para C (Figura 25) (Stanilov et al., 2013; Yuzhalin e Kutikhin, 2014<
Navaglia et al., 2005; Ben Chaaben et al., 2011; Kaarvatn et al., 2012). O alelo IL12
+1188C tem sido referenciado como sendo um alelo de baixa producéo e o alelo A como
sendo de elevada producéo, pelo que o gendtipo 1L12 +1188AA é considerado de elevada
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producdo, o genotipo 1L12 +1188AC é considerado de producéo intermédia e o gendtipo
IL12 +1188CC é considerado de baixa producdo (Ben Chaaben et al., 2011; Kaarvatn et
al., 2012). Na sua generalidade, a IL-12 tém sido apontada como um fator de risco para
o0 desenvolvimento de varios tipos de carcinoma, uma vez que favorece 0s processos de
tumurogénese e carcinogénese e no caso particular de adenocarcinoma colo-retal a
presenca do gendtipo IL12 +1188AA proporciona um risco acrescido para 0 seu
desenvolvimento, comparativamente a portadores dos genoétipos 1L12 +1188AC e IL12
+1188CC (Stanilov et al., 2013; Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Ben Chaaben et al., 2011;
Kaarvatn et al., 2012; Sun et al., 2015). Esta associacdo surge descrita no estudo levado
a cabo por Sun ecolaboradores, corroborado pelos trabalhos de Kaarva et al. e Lopez-
Hernandez et al., onde se verificou uma associacdo entre o aumento da frequéncia do
alelo 1L12 +1188A e o aumento do risco de CCR (Hernandez et al., 2015; Kaarvatn et
al., 2012; Sun et al., 2015)

3’ UTR
IL-12

AAAAAAAAA

+1188 A/C

Figura 25. Representagdo esquematica da localizagdo das posi¢des polimérficas do gene 1L12.

O IFN-y ¢ dotado de um polimorfismo localizado no intrdo 1, mais concretamente na
posicdo +874 e consiste na substituicdo de T para A (Figura 26) (Srivastava et al., 2014;
Barkhordari et al., 2010; Sarvari et al., 2014). Muito embora seja do conhecimento
cientifico que o alelo IFNG +874T e o genétipo IFNG +874TT constituam o alelo e 0
gendtipo de alta producédo do IFN-y, pouco ou nada se sabe sobre a sua associagdo com o
risco de desenvolvimento de carcinoma, particularmente, CCR (Sarvari et al., 2014).
Sarvari e os seus colaboradoresndo conseguiram estabelecer uma associagéo entre o risco
de CCR e a prevaléncia do polimorfismo mutante IFNG +874T. Por sua vez, Lopez-
Hernandez e colaboradores verificaram uma maior prevaléncia do genotipo de alta
producdo IFNG +874CC em individuos com CU (Hern&ndez et al., 2015; Sarvari et al.,
2014).
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IFN-v

+874 T/A

Figura 26. Representacdo esquematica da localizacdo das posi¢Bes polimorficas do gene IFNG

Por fim, os polimorfismos mais investigados ao nivel do TGF-f localizam-se na regido
promotora do gene, nomeadamente, nas posi¢des +869 do coddo 10 e +915 do codéo 25
e consistem nas substituicdes de T para C e de G para C, respetivamente (Figura 27) (Lee
et al., 2010; Uboldi et al., 2003; Gok et al., 2015). Quer ao nivel do coddo 10 ou 25 o
gendtipo CC surge como sendo um gendtipo de baixa producdo (Uboldi et al., 2003).
Particularmente ao nivel do coddo 10, o alelo T tem vindo a ser associado a um alelo de
producdo elevada, enquanto ao nivel do coddo 25 o genétipo GG tém sido associado a
uma elevada producdo de TGF-B ¢ encontra-se muito presente em algumas populacdes
europeias (Uboldi et al.,, 2003). Tal como ja mencionado anteriormente, muita
investigacao tem sido executada sobre a associagao desta citocina com 0 aumento do risco
de desenvolvimento de adenocarcinoma colon retal, devendo este interesse ao fato do seu
mecanismo de acdo e fun¢do se encontrar interligado com o0 mecanismo de acao de outras
citocinas, como por exemplo, o IL-4R e a IL-6 (Becker et al., 2004; Osorio-Costa e
Carvalheira, 2013; Céspedes et al., 2012; Fi et al., 2008; Xu e Pasche, 2007; Yang e Yang,
2010; Langenskiold et al., 2008; Kubiczkova et al., 2012; Lee et al., 2010). O estudo de
Langenskiold et al. demonstrou uma associacdo entre niveis elevados de TGF-p na
corrente sanguinea e 0 aumento do risco de metastase em CCR (Langenskiold et al.,
2008). Por outro lado, Lee et al. verificaram uma associacdo entre o aumento da
frequéncia do alelo T no cod&o 10 e o0 aumento do risco de carcinoma do colon (Lee et
al., 2010).
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Figura 27. Representacdo esquematica da localizagdo das posigdes polimdrficas do gene TGFB.

1.4.1.11 Polimorfismos das citocinas e carcinoma colo-retal

Tal como jéa referido anteriormente, as citocinas constituem os principais mediadores
inflamatdrios presentes no organismo humano e a ocorréncia de polimorfismos ao nivel
das suas regibes promotoras pode desencadear a evolucdo da inflamacdo para uma
condicdo cronica, e consequentemente uma condicdo de risco propicia ao
desenvolvimento de CCR (Stanilov et al., 2013; Krzystek-Korpacka et al., 2013; Saenz-
Lopez etal., 2008; Lépez-Hernandez et al., 2015). Sendo assim, 0s estudos de associacao
entre os fatores gene e doenca tém permitido uma melhor compreenséo sobre 0s possiveis
impactos que a ocorréncia de polimorfismos em citocina pode adquirir na
promocao/prevencao do adenocarcinoma colo-retal (Stanilov et al., 2013). Todavia torna-
se importante referir que, quando se consideram varios estudos, nem sempre esta relacdo
entre a ocorréncia de polimorfismos em citocinas e carcinoma € clara ou concordante
(Gok et al., 2015).

O polimorfismo IL1B -511 tem sido apontado como redutor do risco de
desenvolvimento de carcinoma colo-retal, na presenca do alelo T (Stanilov et al., 2013;
Tseng et al.,, 2001; Ito et al., 2007). Contudo, estes estudos foram realizados em
populacOes Asiaticas, onde o alelo T é mais frequente, comparativamente as populagdes
Europeias, pelo que as frequéncias alélicas nestas populagdes e o risco associado ao
desenvolvimento deste tipo de carcinoma poderdo ser distintos (Tseng et al., 2001). A
questdo geografica impdem-se no polimorfismo IL1B +3954 C/T (Tseng et al., 2001),
uma vez que a semelhanga do polimorfismo IL1B -511 C/T, ainda ndo foram executados
estudos de associagdo em populagOes europeias. Por outro lado, no caso do polimorfismo
-889 C/T localizado no gene IL1A, embora existam estudos em populagdes Europeias,

ndo existem referéncias a estudos realizados em CCR (Balasubramanian et al., 2006;
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Harrison et al., 2008; Gok et al., 2015; Lopez-Hernandez et al., 2015). Apenas um estudo,
levado a cabo por Lee e colaboradores, executou o estudo da associagdo entre o
polimorfismo IL1A -889 C/T e o risco de desenvolvimento de CCR em coreanos (Lee et
al., 2010).

Por sua vez, e relativamente ao gene TNFA os dois polimorfismos que o caracterizam
(TNFA -308 G/A e TNFA -238 G/A) tém sido alvo de estudo de associacdo com o CCR
(Waterston e Bower, 2004; Wang e Lin, 2008; Balasubramanian et al., 2006). No caso
particular do polimorfismo TNFA -238 G/A, verificou-se que os portadores dos gendtipos
AA/GA apresentam uma menor suscetibilidade para o CCR, assim como 0s portadores
do alelo A (Stanilov et al., 2013; Wang e Lin, 2008). Por outro lado, o polimorfismo
TNFA -308 G/A apresenta resultados contraditérios, uma vez que ha registo da sua
associacdo e da ndo-associacdo com o risco de desenvolvimento de adenocarcinoma colo-
retal. Os autores Wang e Lin referem que individuos portadores do gendtipo TNFA -
308AA/GA apresentam niveis de expressao superiores de TNF-a, fator que os mesmos
associam ao aumento do risco de desenvolvimento de adenocarcinoma colo-retal
derivado de colite ulcerativa (Wang e Lin et al., 2008). Esta associacdo foi igualmente
verificada por Theodoropoulose o0s seus colaboradores num estudo realizado no
populagéo Grega, e por Gok, Ugar e Ozgur na populagéo Turca (Gok et al., 2015; Stanilov
et al., 2013). Porém, outros estudos falharam ao tentar demonstrar alguma associagédo
entre polimorfismos -308 do TNFA e o risco de desenvolvimento da mesma doenca
(Stanilov et al., 2013; Landi et al., 2003).

Em relacdo aos polimorfismos -174 da IL-6, um estudo liderado por Landi e
colaboradores propds a existéncia de uma correlacao entre baixos niveis de expressao do
alelo I1L-6 -174 C e um aumento dos niveis de inflamacédo nas células de individuos com
carcinoma do colo-retal esporadico (CCRE) (Landi et al., 2003). Todavia, esta associacao
ganha uma maior relevancia em estadios avancados do desenvolvimento tumoral e de
metastizacdo (Stanilov et al., 2013). Apesar disso, a maioria dos estudos relacionam o
aumento da suscetibilidade de CCR a presenca do alelo de alta producdo da IL-6 +565G
(Stanilov et al., 2013). Belluco e os seus colaborados verificaram que pacientes com CCR
possuem tendencialmente niveis de IL-6 mais elevados no sangue e sdo portadores do
gendtipo IL-6 GG (alto produtor) (Stanilov et al., 2013).

Por sua vez, ao nivel do polimorfismo da +1188 A/C que caracteriza a IL-12, tal como

jareferido, foi implicado no aumento de suscetibilidade para o desenvolvimento de varios
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tipos de carcinoma, entre os quais, 0 CCR (Stanilov et al., 2013; Yuzhalin e Kutikhin,
2014; Ben Chaaben et al., 2011; Kaarvatn et al., 2012; Sun et al., 2015). Todavia, apenas
foi possivel encontrar um estudo de suscetibilidade entre o polimorfismo +1188 e o
desenvolvimento de CCR (Stanilov et al., 2013). Neste estudo, executado em individuos
Bulgaros, ndo foi possivel identificar diferencas significativas entre os grupos controlo e
0 grupo de individuos com CCR (Sun et al., 2015). Sendo assim, é possivel identificar
uma caréncia, quer em termos de numericos quer em termos étnicos de estudos de
associacdo entre o polimorfismo I1L12 +1188 A/C e a maior/menor suscetibilidade de
desenvolvimento de CCR. Esta caréncia de estudos é ainda maior quando se considera o
polimorfismo +874 presente no IFN-y, onde a maioria dos estudos incidem em outras
patologias que ndo o carcinoma (Srivastava et al., 2014; Sarvari et al., 2014; Lopez-
Herndndez et al.,, 2015). Na realidade, a maioria dos estudos que envolvem o
polimorfismo +874 do IFNG, sdo relativos a estudos de associacdo e/ou suscetibilidades
de desenvolvimento de DIl ou tratando-se de processos de carcinogénese os resultados
obtidos sdo considerados inconclusivos (Landi et al., 2006; Landi et al., 2003; Landskron
et al., 2014; Osorio-Costa e Carvalheira, 2013; Luziana et al., 2012; Bromberg e Wang,
2009; Hanada et al., 2002; Ito et al., 2007; Krzystek-Korpacka et al., 2013; Van et al.,
2005; Waldner et al., 2012; Trifunovic¢ et al., 2015).

Embora nédo existam estudos sobre o impacto dos polimorfismos da IL-2 e do TGF-p
no CCR, alguns estudos tém demonstrado uma associacdo com outras patologias e
carcinomas. Sayad e Movafagh verificaram uma associacdo entre o aumento da
prevaléncia do geno6tipo IL2 -330TT e o aumento do risco dos individuos virem a
desenvolver Esclerose Multipla (EM) (Sayad e Movafagh, 2014). Por sua vez,
Barkhordari et al. demonstraram uma relacdo entre o aumento da prevaléncia do haplétipo
(IL2 -330/+160) GT e 0 aumento do risco de aparecimento de Sindrome do Cdlon Irritavel
(SCI) (Barkhordari et al., 2010). Relativamente a estudos de associagcdo entre 0S
polimorfismos que caracterizam a IL-2, apenas existe um estudo de associagdao em CG,
na qual o aumento da frequéncia do alelo IL2 -330T e IL2 +160T surge associado ao
aumento do risco para este tipo de carcinoma (Segimoto et al., 2015). No caso do TGF-
B, apenas existe um estudo que relaciona o seu aumento ao nivel da corrente sanguinea e
0 aumento do risco de CG (Li et al., 2008). Os restantes estudos falharam em demonstrar
uma associacdo entre 0s niveis ou graus de expressdo do TGF-p com o risco de
desenvolvimento de carcinoma mamario e carcinoma uterino (Gonullu et al., 2007;
Stanczuk et al., 2002).
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Deste modo, o estudo do papel desempenhado pelas citocinas, bem como, as
consequéncias que advém dos polimorfismos que ocorrem nas mesmas, sao relevantes na
investigacao dos fatores inflamatorios que tornam certos individuos mais suscetiveis ao

desenvolvimento de CCR.

1.5 Objetivos
O principal objetivo do presente estudo foi pesquisar associa¢des estatisticas entre a
presenca de varios polimorfismos localizados na sequéncia dos genes que codificam
citocinas e a susceptibilidade para desenvolver adenocarcinoma colo-retal esporadico
(ACRE). Para cumprir este objectivo foi seguido uma abordagem do tipo caso-controlo,
em que foi analisada uma amostra de 156 idividuos de nacionalidade portuguesa. O grupo
controlo foi constituido por 100 individuos saudaveis, enquanto o grupo de casos foi

constituido por 56 bidpsias, previamente diagnosticadas com ACRE.
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Il. MATERIAL E METODOS

2.1 Constituicdo da amostra

Na pesquisa dos polimorfismos definidos, foram utilizadas para este estudo um grupo
controlo de 100 amostras de individuos saudaveis e um grupo de 56 biopsias de
individuos com CCRE (Figura 28). Todas as amostras foram previamente fixadas em
formol e incluidas em parafina, sendo depois selecionadas de acordo com o seu tipo
histolégico e segundo os critérios estabelecidos pela OMS (Figura 6). As amostras foram
coletadas a partir dos arquivos do Instituto de Anatomia Patologica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra (IAP-FMUC) e o seu processamento foi executado
no Laboratorio de Patologia Molecular pertencente ao mesmo instituto. O periodo
temporal das amostras selecionadas encontra-se compreendido entre os anos de 2009 e
2011 e todo o estudo foi aprovado pelo comité de ética (CIMAGO- Faculdade de

Medicina da Universidade de Coimbra, Coimbra, Portugal).

Figura 28. (A), (B) Imagem Histologica da mucosa colonica normal: 40x HE (Haematoxylin-
eosin), 200x HE; (C), (D) Imagem Histoldgica de adenocarcinoma colo-retal esporadico bem
diferenciado (De acordo com critérios da OMS). 100x HE; 200x HE. Imagem proveniente do
IAP-FMUC.
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Das 56 biopsias de CCRE, 75% correspondiam a individuos do sexo masculino (N=42),
enquanto 25% correspondiam a individuos do sexo feminino (N=14) (Tabela 1). A idade
meédia dos individuos com CCRE era 70.0 +/-11.0 anos. A selecdo das amostras foi
executada de acordo com o namero de células malignas, sendo o critério quantitativo de
selecdo base para o estudo um valor superior a 60. Com base neste critério e apds a
avaliacdo clinica pelo Patologista, obtiveram-se 24 amostras correspondentes a regido do
célon e 32 amostras correspondestes a regido do reto. Relativamente a classificacéo
histologica das amostras, todas foram classificadas como sendo ACRE bem diferenciado
(Figura 28 C,D).

Tabela 1. Caracterizacdo dos grupos da amostra em estudo

Localizacdo Tumoral

Idade Célon Reto
] Des.
Grupo Sexo % Media . n % n %  Total
Padrao
CCRE Masculino 75 70.0 11.0 19 79 24 75 42
Feminino 25 5 21 8 25 14
Total 100 24 100 32 100 56

Masculino 79
Controlo Feminino 21 72.7 10.7
Total 100

2.2 Estudo das variantes polimorficas

2.2.1 Extracdo de DNA

Dado que as amostras de DNA se encontram incluidas em parafina, efetuou-se
primeiramente o processo de extracdo do DNA a partir de blocos de parafina. Este
processo consistiu na microdissecacdo de cada bloco, seguido da colocacdo de 5 a 10
cortes com cerca 10pum de grossura cada em tubos de 1,5 ml, ao qual se adicionou depois
1000ul de xilol como forma de dissolver a parafina. De seguida, centrifugou-se a

11,000xg durante 3 minutos, descartando-se depois o sobrenadante e lavando-se as
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amostras com 1 ml de etanol (96%-100%), a fim de se repetir novamente o ciclo de
centrifugagéo. Para assegurar uma lise eficaz adicionou-se ao pellet Proteinase K “over-
night”, sendo depois completado o protocolo de acordo com os pardmetros estabelecidos
pelo fornecedor do kit em utilizacdo. Apos a finalizacdo do protocolo, obtiveram-se
amostras de DNA purificadas que foram depois armazenadas a uma temperatura de —
20°C até ao momento de utilizagdo. A extracdo de DNA foi depois executada de acordo
com o protocolo proveniente do kit NZY Tissue gDNA Isolation Kit (NZY Tech, Lisbon,
Portugal).

2.2.2 Analise da qualidade e grau de pureza do DNA extraido

As amostras de DNA foram quantificadas num espectrofotémetro GeneQuant Pro
(Biochrom, Cambridge, Inglaterra), utilizando-se como tamp&o de referencia RNAse-free
water. De seguida, utilizou-se 7 pl de amostra de DNA para a quantificagdo da
concentracdo de DNA e determinacdo da pureza da amostra, através da leitura a
densidades 6ticas adequadas (230 nm, 260 nm e 280 nm). A um comprimento de onda de
280nm ¢ detetada a existéncia de nucledtidos e de proteinas. Por sua vez, a 260nm ¢
detetada apenas a existéncia de nucleétidos e a 230 nm é detetada presenca de sais na

amostra (Maniats et al., 1989).
2.3 Tipagem Genética

A tipagem genética foi realizada com recurso a amplificacdo das regides que estdo na
origem dos alelos alvo em estudo (Tabela 2). Para tal recorreu-se a técnica de Polymerase
Chain Reaction-Sequence Specific Primers (PCR-SSP). A detecdo dos polimorfismos
através de PCR-SSP foi executada a partir de um protocolo pré-estabelecido (Tabela 3)
no termociclador MyCycler Personal (BioRad, Califérnia, EUA), com capacidade para
96 pogos. Os primers utilizados estdo incluidos no kit comercial “Nutri Box Kit” e sdo

especificos de cada polimorfismo (Genebox, Cantanhede — Portugal).

Tabela 2. Descri¢do dos polimorfismos estudados.

NCBI SNP Regido do o
Posicao Alelos
DataBase gene
IL-1a rs1800587 Promotora -889 T>C
IL-1B rs16944 Intrdo 4 -511 C>T

37



Impacto dos polimorfismos de citocinas no desenvolvimento do Adenocarcinoma Colo-Retal | Sofia Fernandes

IL-1R
IL-1Ra

TNF-a

IL-2

IL-6

IL-12
IFN-y

TGF-B1

rs1143634
rs2234650
rs315952
rs361525
rs1800629
rs2069762
rs2069763
rs1800795
rs1800797
rs3212227
rs2430561
rs1982073
rs1800471

Promotora
Intrdo 4
Promotora
Promotora
Promotora
Promotora
Promotora
Promotora
3* UTR
Intrdo 1
Codéaol0
Codao 25

+3954
Pst1970
+11100
-238
-308
-330
+160
-174
nt565
+1188
+874
+869
+915

C>T
C>T
T>C
G>A
G>A
>G
G>T
C>G
A>G
G>C
T>A
T>C
G>C

Tabela 3. Ciclos de temperatura e de tempos que caracterizam o programa de PCR
utilizado na amplificacdo dos polimorfismos em estudo

Passo

Temperatura

Desnaturacéo inicial

Desnaturacéo
Emparelhamento
Extensao
Desnaturacéo
Emparelhamento
Extensdo
Desnaturacéo
Emparelhamento
Extenséo

Extensao final

95°C
95°C
70°C
72°C
95°C
65°C
72°C
95°C
55°C
72°C

72°C

Tempo

1’

25’)

45>

30”

25’7

45

30’,

257

1’

2’

10°

N° de ciclos

21
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2.4 Visualizacéo por eletroforese em gel de agarose

Apds a amplificacdo, os produtos da reacdo de PCR foram submetidos a técnica de
eletroforese em gel de agarose (NZYTech, Lisbon, Portugal) a 2% em TAE 1x (Tris-
acetate-EDTA) (NZYTech, Lisbon, Portugal) de modo a visualizar o produto
amplificado. Para tal, dissolveu-se agarose e TAE em agua destilada por 15 segundos,
sendo depois esta solucédo transferida para o micro-ondas durante cerca de 2 minutos a
900w, a fim de dissolver toda a agarose adicionada. De seguida e ap0s o arrefecimento
da solucéo, adicionou-se 1x10-5 SYBR Safe (Molecular Probes, Oregon — USA), um
reagente que permite a melhor visualizagdo do DNA sob incidéncia de luz ultravioleta
(UV), e agitou-se a solucdo por 15 segundos para homogeneizacdo da mesma, sendo
depois colocada num suporte destinado a sua solidificacdo, que ocorreu por efeito da
temperatura ambiente. Ap6s solidificar colocou-se o gel no suporte destinado a execucao
da eletroforese, previamente preenchido com tampdo TAE 1x (NZYTech, Lisbon,
Portugal), e onde se colocaram as amostras nos pogos existentes do gel. As amostras
foram depois submetidas a uma corrente elétrica de 300 volts, através do uso do aparelho
Power Pac Basic device (Bio-Rad, California, USA), durante 10 minutos. Finalmente,
visualizou-se o produto de PCR contido em cada amostra atraves do uso de um
transiluminador (UVi Tech, Cambridge, United Kingdom) e registaram os resultados por
meio de cdmara digital (NIKON DMX1200F).

2.5 Analise estatistica

2.5.1. Analise da Pureza e da Concentracdo de DNA
A fim de averiguar o grau de pureza e concentragdo das amostras estudadas foi
necessaria a execucao do calculo da média, desvio padrdo e intervalo de confianca para
cada uma das amostras, em relacdo ao seu grau de concentracdo e de pureza obtido a
partir da técnica de espectrofotometria. Esta anélise tem como principal objetivo verificar
se 0s padrbes de qualidade obtidos eram viaveis na validacdo dos resultados obtidos e

discutidos neste trabalho.

2.5.2 Analise das frequéncias Alélicas e Genotipicas

Os desvios ao equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os polimorfismos bialélicos
foram testados com recurso ao teste Qui-Quadrado (y?) implementado no programa

informéatico PLINK 1.07 (Purcell et al., 2007). Para comparar o espectro de frequéncias
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alélicas e genotipicas entre grupos (caso e controlo) foram utilizados o teste de Qui-
Quadrado (yx?), para N> 5, e o Teste Exato de Fisher, para N<5, implementados no
programa informatico STATISTICA 14 (StatSoft, Inc., 2013). Os resultados observados
foram, posteriormente confirmados e ajustados para o sexo e para a idade pelo teste de
Fisher implementado o programa estatistico PLINK 1.07 (Purcell et al., 2007). Foi
considerada a probabilidade de ocorréncia de um erro tipo I (a) de 0,005 em todas as

analises inferenciais realizadas.
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1. RESULTADOS

3.1 Qualidade das amostras estudadas

A concentracdo de DNA obtida neste estudo ndo foi uniforme (+/- 29,3 pug/ml) e foi
inferior ao valor considerado normal (100 pg/ml) (Green e Sambrook, 2012) (Tabela 4).
Por outro lado, enquanto algumas amostras apresentaram elevadas quantidades de
proteina, outras continham niveis de contaminacao acima dos intervalos normais (1,6-1,8
para D.0.260nm/D.0.280nm e de 0,4-0,6 para O.D.230nm/O.D.260nm) (Green e
Sambrook, 2012) (Tabela 4). Os elevados niveis de contaminacdo devem-se ao facto de
as amostras utilizadas no estudo serem parafinadas. Adicionalmente, os coeficientes de
variancia obtida em algumas das amostras encontrava-se fora dos padrdes normais de
concentracédo e de qualidade de DNA. Contudo, as amostras apresentaram um grau de
eficiéncia aceitavel e a sua amplificacdo por PCR-SSP decorreu sem problemas, uma vez
que o protocolo utilizado se encontra adaptado as concentracBes de DNA utilizado no
estudo.

Tabela 4. Média e desvio-padréo relativos aos valores de pureza e de concentracdo das
amostras de DNA estudadas.

Concentragdo 0.D.260nm/0O.D.280nm 0O.D.230nm/O.D.260nm

Média 42.4 1.83 0.54
Desvio Padréao 29.316 0.09 0.15
Coeficiente de 69.14% 5% 28%

Variagao
Intervalo de 1.7-1.9 0.4-0.7
confianca (95%)

3.2 Normalidade da amostra

Os grupos (caso e controlo) encontram-se no equilibrio de Hardy-Weinberg, & excecéo
dos polimorfismos TNFA -238 e TGFB +869. Contudo, estes genes podem encontrar-se
sujeitos a pressoes seletivas devido a sua interagcdo com agentes patogénicos, como a
doenca da malaria no caso de ambos os polimorfismos e o0 surgimento de Sépsis no caso
do TGF-B (Omer, Riley, 1998; Kent et al., 2009). Deste modo, todos os resultados foram
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tomados em consideracdo. Para analise das variaveis sexo e idade ndo se verificaram
diferencas significativas entre os grupos controlo e com ACRE.

Tabela 5. Resultados do teste ao equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os marcadores
estudados

Cromossoma Gene SNP P-HW Total (N=156) P-HW Controlo (N=100)
2 ILIA-889  rs1800587 0,0224 0,635
2 IL1B -511 rs16944 1 0,671
2 IL1B +3960 rs1143634 0,123 0,578
2 ILIR -1970  rs2234650 0,019 0,273
2 ILIRA rs315952 1 0,341

11100
6 TNFA -308 rs361525 0,024 <0,00001
6 TNFA -238  rs1800629 0,170 0,054
4 IL2 -330 rs2069762 0,412 0,385
4 IL2 +160 rs2069763 1 0,538
7 IL6 -174 rs1800795 0,002 0,119
7 IL6 nt565 rs1800797 0,284 0,256
3 IL12 +1188  rs3212227 0,861 0,626
12 IFNG +874  rs2430561 0,047 0,533
19 TGFB cod.10 rs1982073 0,033 <0,00001
19 TGFB cod 25 rs1800471 <0,00001 0,0006

3.3 Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos estudados no

adenocarcinoma bem diferenciado do colo-retal versus grupo controlo.

Relativamente aos resultados das frequéncias alélicas verificamos associacao
estatisticamente significante entre os alelos IL1A -889T; IL1B -511C; IL1B +3960T;
IL1IR -1970T IL1Ra 11100C; TNFA -238A; TNFA -308A; IL2 -330G; IL2 +160G; I1L12
1188A; e TGFB cod25C a prevaléncia de ACRE (p<0,05) (tabela 5). Por outro lado, 0s
alelos IL1A -889C; IL1B -511T; IL1B +3960C; IL1R -1970C; IL1R 11100T; TNFA -
238G; TNFA -308G; IL2 -330T; IL2 +160T e 1L12 1188C; TGFB cod25G e a auséncia
de ACRE (p<0,05) (Tabela 6).
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Tabela 6. Frequéncias alélicas em individuos com CCR e individuos controlo.

Posicéo

IL-1a
-889

IL-1p
511

+3960

IL-1R
-1970

IL-1Ra
11100

TNF-a
-238

-308

IL-2
-330

160

IL-6
-174

Nt565

IL-12

Alelo

O -

(@] = O 4 O

O -

4 o o 4 > O > o

@ > OO

Frequéncias alélicas

Controlo

n(200)

53
147

76
124
155

45

148
52

141
59

151
49
153
47

118
82
46

154

88
112
67
133

%

27
74

38
62
78
23

74
26

71
30

76
25
77
24

59
41
23
77

44
56
34
66

CCR

n(112)

51
61

58
54
46
66

43
69

55
57

56
56
61
51

52
60
66
46

60
52
46
66

%

46
54

52
48
41
59

38
62

49
51

50
50
54
46

46
54
59
41

54
46
41
59

Valor de
p

Controlo
vs CCR

0,0005
0,0005

0,013
0,013
<0,0001
<0,0001

<0,0001
<0,0001

0,0002
0,0002

0,000005
0,000005
0,00006
0,00006

0,022
0,022
<0,0001
<0,0001

NS
NS
NS
NS

95% IC

2,32(1,43-3,77)
0,43(0,27-0,70)

1,75(1,20-2.80)
0,57(0,36-0,91)
0,20(0,12-0,33)
4,94(2,99-8,16)

0,22(0,13-0,40)
4,57(2,78-7,49)

0,40(0,25-0,65)
2,48(1,53-4.00)

0,32(0,20-0,53)
3,08(1,89-5,04)
0,37(0,22-0,60)
2,72(1,66-4,47)

0,60(0,54-0,97)
1,66(1,04-2,65)
4,80(2,31-7,92)
0,21(0,13-0,34)

RR

1,67(1,25-2,23)
0,60(0,45-0,80)

1,43(1,06-1,92)
0,70(0,52-0,94)
0,38(0,29-0,52)
2,60(1,93-3,50)

0,39(0,29-0,54)
2,53(1,87-3,44)

0,57(0,43-0,76)
1,75(1,31-2,34)

0,51(0,38-0,68)
1,97(1,48-2,63)
0,55(0,41-0,73)
1,83(1,37-2,43)

0,72(0,54-0,97)
1,38(1,03-1,86)
2,56(1,90-3,45)
0,39(0,29-0,53)
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1188 C 154 77 60 54 000002 0,34(0,21-057)  0,53(0,40-0,70)
A 46 23 52 46 0,00002  2,90(1,77-4,77)  1,89(1,42-2,51)
IFN-y
+874 T 90 45 53 47 NS
A 110 55 59 53 NS
TGF-B
Cod10 T 103 52 59 53 NS
(+869)  C 97 49 53 47 NS
Cod.25 G 181 91 40 36 <0,0001  0,06(0,03-0,11)  0,23(0,17-0,31)
(+915)  C 19 10 72 64 <0,0001 17,15(9,31-31,58)  4,37(3,24-5,90)

(N.S- Néo significativo; p- Probabilidade; IC- Intervalo de Confianca; RR-Risco Relativo)

Relativamente aos resultados das frequéncias genotipicas verificamos associacao entre
0s gendtipos IL1A -889 TC; IL1B +3960 TT;IL1R -1970 TT; ILIRA 11100TT; TNFA -
238GA & -238AA; TNFA -308GA; IL2 -330TG; IL2 +160TG; IL6 -174CC; IL6
nt565AA; IL12 +1188AC; IFNG +874 TA; TGFB cod10TC; TGFB cod25 CC & GCe a
prevaléncia de ACRE (p<0,002) (tabela 6). Por outro lado, os alelos IL1A -889CC; IL1B
+3960 CC; IL1R -1970 CC; IL1RA 11100CC; TNFA -238GG; TNFA -308GG; IL2 -
330TT; IL2 160GG; IL6 nt565AG; IFNG +874AA; IL12 +1188CC; IFNG +874TT &
IFNG +874AA; TGFB cod10 GG e a auséncia de ACRE (p<0,05) (Tabela 7).

Tabela 7. Frequéncias genotipicas em individuos com CCR e individuos controlo.

Frequéncias genotipicas Valcl;r e 95% IC
Controlo CCR
Posicao Alelo n(100) % n(56) % Controlo OR RR
vs CCR
IL-1a
-889 CC 53 53 11 20 0,00003 0,22(0,10-0,45)  0,35(0,20-0,63)
TC 40 40 39 70 0,0003 3,44(1,72-6,90)  2,24(1,39-3,60)
TT 7 7 6 11 NS
IL-1p
-511 CC 38 38 13 23 NS
TC 47 47 32 57 NS
TT 15 15 11 20 NS
+3960 CC 61 61 11 20 <0,0001 0,13(0,07-0,34) 0,29(0,16-0,51)
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IL-1R
-1970

IL-1Ra
11100

TNF-a
-238

-308

-238/-308

IL-2
-330

160

-330/160

IL-6
-174

TC
TT

CcC
TC
TT

TT
TC
CcC

GG
GA
AA
GG
GA
AA
GG
AG
GA
AA

TT
TG
GG
TT
TG
GG
TG
GG
GT
TT

CcC
CG
GG

33
6

55
38

46
48

59
35

65
21
14
106
47
45

37
44
19

31
61
76
78

43

18

39
43

33
6

55
38

46
48

59
35

65
21
14
53
24
23

37
44
19

31
61
38
39

22

18

39
43

24
21

11
21
24

16
25
15

15
31
10
9
38
9
44
16
12
40

42

30
18
18
48
12
34

22
16
18

43
38

20
38
43

29
45
27

27
55
18
16
68
16
39
14
11
36

75
16
14
54
32
16
43
11
30

39
29
32

NS
0,000001

0,00001
NS
<0,0001

0,0002
NS
0,007

0,00009
0,01
0,02

<0,0001

<0,0001
NS
0,01
0,03
0,006
<0,0001

0,00007
0,0001
NS
NS
0,005
0,0005
<0,0001
NS
0,0005
NS

0,003
NS
NS

9,4(3,50-25,22)
0,2(0,09-0,43)
9,96(3,92-25,33)
6,27(2,29-17,18)
0,40(0,19-0,81)
0,25(0,12-0,52)
2,30(1,18-4,49)
3,41(1,17-9,95)
0,10(0,05-0,23)
7,94(3,79-16,63)
0,57(0,36-0,92)
0,54(0,29-1,01)
0,41(0,21-0,82)
55(12,96-233,43)
0,17(0,06-0,46)

3,82(1,85-7,86)

2,57(1,31-5,04)
0,3(0,15-0,60)
0,15(0,07-0,31)

7,88(2,17-28,57)

2,95(1,41-6,18)

2,87(2,03-4,06)
0,33(0,19-0,59)
3,02(2,12-4,31)
2,44(1,69-3,51)
0,54(0,33-0,89)
0,41(0,25-0,67)
1,69(1,11-2,57)
1,90(1,22-2,98)
0,21(0,11-0,40)
3,47(2,19-5,49)
0,70(0,51-0,95)
0,66(0,42-1,03)
0,54(0,32-0,91)
3,57(2,90-4,40)
0,27(0,11-0,62)

2,44(1,46-4,09)

1,80(1,19-2,72)
0,46(0,29-0,73)
0,31(0,20-0,50)

2,38(1,76-3,20)

1,88(1,26-2,79)
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Nt565

-174/Nt565

IL-12
1188

IFN-y
+874

TGF-p
Cod.10
(+869)

Cod. 25
(+915)

Cod10/
Cod25

AA
AG
GG
CA
CG
GA
GG

CcC
AC
AA

TT
TA
AA

T
TC
CC
GG
GC
CC

CG

CcC
TG
TC

49
42
56
18
10
116

62
30

25
40
35

25
47

28
86

82

15
99

49
42
14
30
10
46

62
30

25
40
35

25
47

28
86

41

8
50
2

16
14
26
20
40
26
26

14
32
10

45

9
41
6
30
12
14

21

17
38
36

29
25
46
18
36
23
23

25
57
18

7
80
13

16
73
11
54
21
25

19

15
34
32

0,002  4,04(1,65-9,92)
0,003  0,35(0,17-0,71)
NS

0,03 0,56(0,32-0,99)

<0,0001  5,62(3,02-10,44)
0,000003  5,74(2,65-12,44)
<0,0001  0,22(0,13-0,37)
0,000007  0,20(0,10-0,42)
00008  3,11(1,58-6,14)
NS
0,004  0,23(0,08-0,70)
<0,0001  6,14(2,84-13,27)
0,002  0,27(0,11-0,65)
NS
0,002  3,08(1,52-6,27)
0,009 0,31(0,12-0,8)
0,00001  0,19(0,09-0,41)
0,002  5,18(1,72-15,61)
0,008  3,37(1,35-8,40)
0,00004  0,33(0,19-0,58)
NS
0,005  0,52(0,32-0,85)
<0,0001  23,21(7,99-67,43)

2,10(1,42-3,10)
0,49(0,29-0,82)

0,68(0,45-1,02)
2,43(1,87-3,16)
2,32(1,77-3,03)
0,36(0,25-0,53)

0,35(0,21-0,59)
2,02(1,33-3,08)

0,34(0,13-0,86)
3,42(1,92-6,10)
0,39(0,19-0,79)

2,12(1,28-3,48)
0,43(0,2-0,92)
0,40(0,27-0,58)
2,23(1,51-3,30)
1,93(1,28-2,91)

0,47(0,31-0,71)

0,66(0,48-0,90)
3,22(2,59-4,00)

(N.S- Néo significativo; p- Probabilidade; IC- Intervalo de Confianga; RR- Risco Relativo)

3.3.1 Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos IL-1A -
889T>C, IL-1B -511C>T, IL-1RA 11100T>C e IL-1R Pst1970

Para o polimorfismo IL1A -889 verificou-se uma maior frequéncia do alelo de baixa
producdo IL1A -889C no grupo controlo (74% vs 54%, p=0,0005, OR:0,43,95% 95%
1C:0,45-0,80), e do alelo de alta producao IL1A -889T no grupo com ACRE (27% vs 46%
p=0,0005, OR:2,32, 95% IC:1,25-2,23), evidenciando-se assim a existéncia de diferencas

estatisticamente significativas entre ambos os grupos (Figura 29A). Relativamente aos

46



Impacto dos polimorfismos de citocinas no desenvolvimento do Adenocarcinoma Colo-Retal | Sofia Fernandes

gendtipos que podem ocorrer para este polimorfismo, foi possivel verificar uma maior
prevaléncia do genotipo de baixa producao IL1A -889CC no grupo controlo (53% vs 20%,
p=0,00003, OR:0,22, 95% IC:0,20-0,63) e do genotipo de producdo intermédia IL1A -
889TC no grupo desta doencga (40% vs 70%, p=0,0003, OR:3,44, 95% IC:1,39-3,60)
(Figura 29 B).

Da analise dos variantes polimorficos referentes ao polimorfismo IL1B -511 observou-
se uma maior frequéncia do alelo de baixa producdo 1L1B -511C no grupo controlo (38%
vs 52%, p=0,013, OR:1,75, 95% IC:1,06-1,92), e do alelo mutado e alto produtor IL1B -
511T no grupo com ACRE (62% vs 48%, p=0,013, OR:0,57, 95% IC:0,52-0,94) (Figura
29C). Por sua vez, o alelo baixo produtor IL1B+3960C apresentou uma maior frequéncia
no grupo controlo (78% vs 41%, p<0,0001, OR:0,20, 95% IC:0,29-0,54), enquanto o alelo
IL1B+3960T foi mais prevalente no grupo desta doenca (23% vs 59%, p<0,0001,
OR:4,94, 95% 1C:1,93-3,50) (Figura 29E). Esta tendéncia verificou-se também para
genotipos do polimorfismo IL1B+3960, uma vez que o genotipo de baixa producédo
IL1B+3960CC foi mais frequente no grupo controlo (61% vs 20%, p<0,0001, OR:0,13,
95% 1C:0,16-0,51) e o IL1B+3960TT no grupo com ACRE (6% vs 38%, p<0,0001,
OR:9,4, 95% IC:2,03-4,06) (Figura 29F). Para o polimorfismo IL1R -1970 observou-se
uma maior frequéncia do alelo IL1R -1970C no grupo controlo (74% vs 38%, p<0,0001,
OR:0,2, 95% 1C:0,29-0,54) e do seu alelo mutado no grupo com ACRE (26% vs 62%,
p<0,0001, OR:4,57, 95% 1C:1,87-3,44) (Figura 29G). Relativamente aos gendtipos do
polimorfismo IL1R -1970, o gendtipo IL1R -1970CC apresentou-se mais frequente no
grupo controlo (55% vs 20%, p=0,00001, OR:0,2, 95% 1C:0,19-0,59), enquanto o
gendtipo IL1R -1970TT foi mais prevalente no grupo com doenca (7% vs 43%, p<0,0001,
OR:9,96, 95% IC:2,12-4,31) (Figura 29H). Ainda foram encontradas diferencas com
significado estatistico no polimorfismo 1L1Ra11100. O alelo mutado IL1RA 11100C
apresentou uma maior frequéncia no grupo desta doenga (30% vs 51%, p=0,0002,
OR:2,48, 95% 1C:1,31-2,34), enquanto o alelo normal IL1RA 11100T foi mais frequente
no grupo controlo (71% vs 49%, p=0,0002, OR:0,40, 95% IC:0,43-0,76) (Figura 29I).
Estas diferengas também se verificaram ao nivel dos seus gendtipos, com o IL1RA
11100TT mais prevalente no grupo controlo (29% vs 6%, p=0,0002, OR:6,27, 95% IC:
1,69-3,51), e o IL1IRA 11100CC mais frequente no grupo de ACRE (48% vs 27%,
p=0,007, OR:0,40, 95% IC:0,33-0,89) (Figura 29J).
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Figura 29. Comparacédo das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos da IL-1 entre 0s grupos
controlo e com CCR. (A) Frequéncias alélicas da posicao -889, (B) Frequéncias genotipicas da posicao -889,
(C) Frequéncias alélicas da posicdo -511, (D) Frequéncias genotipicas da posi¢do -511, (E) Frequéncias
alélicas da posicéo +3960, (F) Frequéncias genotipicas da posi¢ao +3960, (G) Frequéncias alélicas da posi¢do
-1970, (H) Frequéncias genotipicas da posi¢do -1970 (1) Frequéncias alélicas da posi¢do 11100, (J)
Frequéncias genotipicas da posi¢do 11100 (*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001; ****p<(0,00001).
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3.3.2 Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos TNF-o -308
G>A e -238 G>A

Da analise dos variantes polimorficos que caracterizam os polimorfismos TNFA-308
e TNFA-238, foi possivel identificar a existéncia de diferencas significativas entre os
grupos em analise e as respetivas frequéncias alélicas e genotipicas para cada
polimorfismo. No que se refere ao polimorfismo TNFA -238 verificou-se que o alelo de
baixa producdo TNFA -238G apresentou uma maior frequéncia no grupo controlo (76%
vs 50%, p=0,000005, OR:0,32, 95% IC:0,38-0,68), enquanto o alelo de alta producéo
TNFA -238A foi mais frequente no grupo ACRE (25% vs 50%, p=0,000005, OR:3,08,
95% IC:1,48-2,63) (Figura 30A). Por sua vez, para o polimorfismo TNFA -238 observou-
se uma maior frequéncia do alelo de baixa produgéo TNFA -308G no grupo controlo (77%
vs 54%, p=0,00006, OR:0,37, 95% 1C:0,41-0,73), enquanto o alelo de alta producéo
TNFA -308A demonstrou-se mais frequente no grupo com adenocarcinoma (24% vs 46%,
p=0,00006, OR:2,72, 95% IC:1,37-2,43) (Figura 30B). No que se refere aos genétipos do
polimorfismo TNFA -238, observou-se uma maior prevaléncia do gendtipo TNFA -
238GG no grupo controlo (59% vs 27%, p=0,00009, OR:0,25, 95% 1C:0,25-0,67) e dos
geno6tipos TNFA -238GA (35% vs 55%, p=0,01, OR:2,30, 95% IC:1,11-2,57) e TNFA -
238AA (6% vs 18%, p=0,02, OR:3,41, 95% IC:1,22-2,98) no grupo ACRE (Figura 30C).
Estes padrdes de frequéncia também se verificaram para o polimorfismo TNFA -308, para
o0 qual se observou uma maior frequéncia do genétipo TNFA -308GG no grupo controlo
(65% vs 16%, p<0,0001, OR:0,10, 95% IC:0,11-0,40) e do genttipo TNFA -308GA (21%
vs 68%, p<0,0001, OR:7,94, 95% IC:2,19-5,49) no grupo ACRE (Figura D).

Através da analise dos haplotipos foi igualmente possivel identificar diferencas
significativas entre os grupos em analise, com os haplotipos TNFA (-238/-308) GG (53%
vs 39%, p=0,01, OR:0,57, 95% IC:0,51-0,95), TNFA (-238/-308) AG (24% vs 14%,
p=0,03, OR:0,54, 95% 1C:0,42-1,03) e TNFA (-238/-308) GA (23% vs 11%, p=0,006,
OR:0,41, 95% 1C:0,32-0,91) a apresentarem uma maior prevaléncia no grupo controlo,
enguanto o haplotipo TNFA (-238/-308) AA exibiu uma maior prevaléncia no grupo com
doenga (1% vs 36%, p<0,0001, OR:55, 95% IC:2,90-4,40) (Figura 30 E).
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Figura 30. Comparacédo das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos do TNF-a
entre os grupos controlo e com CCR. (A) Frequéncias alélicas da posi¢do -238, (B)
Frequéncias genotipicas da posicdo -238, (C) Frequéncias alélicas da posi¢do -308, (D)
Frequéncias genotipicas da posicdo -308, (E) Frequéncias relativas para os haplotipos
(*p=<0,05; **p=<0,001; ***p<0,0001; ****p<0,00001).

3.3.3 Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos IL-2 -330 T>G
e +160 G>T

Os polimorfismos 1L2 -330 e IL2 +160 apresentaram diferengcas com significado
estatistico entre os grupos em analise e as respetivas frequéncias alélicas e genotipicas
para cada polimorfismo. Para o polimorfismo IL2 -330 observou-se uma maior frequéncia
do alelo de baixa producéo IL2 -330T no grupo controlo (59% vs 46%, p=0,02, OR:0,60,
95% 1C:0,54-0,97), e do alelo de alta producéo IL2 -330G no grupo com doenca (41% vs
54%, p=0,02, OR:1,66, 95% 1C:1,03-1,86) (Figura 31A). Para 0s genotipos que
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caracterizam este polimorfismo, verificou-se a existéncia de diferencas bastante
significativas ao nivel do gendtipo IL2 -330TT, que se verificou mais prevalente no grupo
controlo (37% vs 9%, p=0,00007, OR:0,17, 95% 1C:0,11-0,62), e do genotipo IL2 -
330TG, que demonstrou uma maior frequéncia no grupo ACRE (44% vs 75%, p=0,0001,
OR:3,82, 95% IC:1,46-4,09) (Figura 31B). Por sua vez e no que se refere ao polimorfismo
IL2 +160, observou-se uma maior frequéncia do alelo IL2 +160T no grupo controlo (77%
vs 41%, p<0,0001, OR:0,21, 95% IC:0,29-0,53) e uma maior prevaléncia do genétipo IL2
+160G no grupo ACRE (23% vs 59%, p<0,0001, OR:4,80, 95% IC:1,90-3,45) (Figura
31C). Para os genotipos que caracterizam este polimorfismo, observou-se uma maior
frequéncia do gendtipo IL2 +160GG no grupo controlo (61% vs 32%, p=0,0005, OR:0,3,
95% 1C:0,29-0,73), enquanto o gendtipo IL2 +160TG apresentou uma maior frequéncia
no grupo com a doenca (31% vs 54%, p=0,0005, OR:2,57, 95% IC:1,19-2,72) (Figura
31D). Da analise dos haplétipos da IL-2, verificou-se um aumento da prevaléncia do
haplétipo IL2 (+160/-330) TG no grupo controlo (38% vs 16%, p<0,0001, OR:0,15, 95%
IC:0,20-0,50), e do haplétipo IL2 +160/-330 GT no grupo com ACRE (2% vs 11%,
p<0,0001, OR:7,88, 95% IC:1,76-3,20) (Figura 31E).
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Figura 31. Comparacdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos da IL-2 entre
os grupos controlo e com CCR. (A) Frequéncias alélicas da posicdo -330, (B) Frequéncias
genotipicas da posicdo -330, (C) Frequéncias alélicas da posi¢do +160, (D) Frequéncias
genotipicas da posicdo +160, (E) Frequéncias relativas para os haplotipos (*p<0,05;
#4p<0,001; ***p<0,0001; ****p<0,00001).

3.3.4 Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos IL-6 -174 C>G
e +565 A>G

No que respeita os polimorfismos que caracterizam o IL-6, localizados nas posicoes -
174 e +565, foi possivel identificar diferencas significativas entre os dois grupos de em
analise. Relativamente ao polimorfismo IL6 -174, verificou-se uma maior prevaléncia do
genotipo de baixa producdo IL6 -174CC no grupo com adenocarcinoma (18% vs 39%,
p=0,003, OR:2,95, 95% IC:1,26-2,79) (Figura 32A). Por sua vez e para o polimorfismo
IL6 +565, observou-se uma maior prevaléncia do gen6tipo de alta producéo IL6 +565AA
no grupo com doenca (9% vs 29%, p=0,002, OR:4,04, 95% IC:1,42-3,10), e do gedtipo
producdo intermédia +565AG no grupo controlo (49% vs 25%, p=0,003, OR:0,35, 95%
IC:0,29-0,82) (Figura 32B). Através da analise dos hapl6tipos da IL6 (-174/nt565)
verificou-se uma maior prevaléncia do hapl6tipos IL6 (-174/nt565) GA (10% vs 23%,
p=0,000003, OR:5,74, 95% IC:1,77-3,03) no grupo desta doenca, e do haplétipo da alta
producdo IL6 (-174/nt565) GG no grupo controlo (46% vs 23%, p<0,0001, OR:0,22, 95%
IC:0,25-0,53) (Figura 32C). Também se observou uma maior frequéncia do haplotipo
haplétipos IL6 (-174/nt565) CG (30% vs 36%, <0,0001, OR:5,62, 95% IC:1,87-3,16) no
grupo com ACRE (Figura 32C).
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Figura 32. Comparacao das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos da IL-6 entre
os grupos controlo e com CCR. (A) Frequéncias genotipicas da posi¢do -174, (B) Frequéncias
da posicdo Nt565, (C) Frequéncias relativas para os haplotipos (*p<0,05; **p<0,001;
*4%p<0,0001; ****p<0,00001).

3.3.5 Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo IL-12 +1188
A>C

No que respeita ao polimorfismo 1L12 +1188 foi possivel identificar diferencas
significativas entre os grupos controlo e com adenocarcinoma. Em relacdo aos alelos,
observou-se uma maior frequéncia do alelo de baixa producdo IL12 +1188C no grupo
controlo (77% vs 54%, p=0,00002, OR:0,34, 95% IC:0,40-0,70), enquanto o alelo de alta
producdo IL12 +1188A apresentou uma maior frequéncia no grupo com ACRE (23% vs
46%, p=0,00002, OR:2,90, 95% 1C:1,42-2,51) (Figura 33A). Estas diferencas
significativas também se verificaram ao nivel dos gendtipos, com o0 aumento da
prevaléncia do genotipo de baixa producdo 1L12 +1188CC no grupo controlo (62% vs
25%, p=0,000007, OR:0,20, 95% IC:0,21-0,59) e do gendtipo 1L12 +1188AC no grupo
no grupo com a doenga (30% vs 57%, p=0,0008, OR:3,11, 95% IC:1,33-3,08) (Figura
33B).
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Figura 33. Comparacao das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos da IL-12 entre
0s grupos controlo e com CCR. (A) Frequéncias alélicas da posi¢do +1188, (B) Frequéncias
genotipicas da posigdo +1188, (*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001; ****p<0,00001).

3.3.6 Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo IFN-y +874 T>A

No caso do polimorfismo IFNG +874 apenas foi possivel verificar diferencas com
significado estatistico para as frequéncias genotipicas. Assim, verificou-se uma maior
prevaléncia do gendtipo de alta produgdo IFNG +874TT no grupo controlo (25% vs 7%,
p=0,004, OR:0,23, 95% 1C:0,13-0,86) e do genotipo IFNG +874TA no grupo com ACRE
(40% vs 80%, p<0,0001, OR:6,14, 95% IC:1,92-6,10) (Figura34). O gendtipo de baixa
producdo IFNG +874AA mostrou uma maior frequéncia no grupo controlo (35% vs 13%,
p=0,002, OR:0,27, 95% IC:0,19-0,79) (Figura 34).

IFNG -874
90 ok ok

T AT AA

Figura 34. Frequéncias genotipicas relativas ao polimorfismo IFNG -874, (*p<0,05;
**p<0,001; ***p<0,0001; ****p<0,00001).
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3.3.7 Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo TGF-f +869
T>C (Codéo 10) e +915 G>C (Codéao 25)

Da analise dos variantes polimérficos que caracterizam o gene TGFB foi possivel
observar diferencas significativas entre os grupos controlo e com ACRE. Ao nivel das
frequéncias alélicas no polimorfismo TGFB +915, verificou-se uma maior frequéncia do
alelo TGFB +915G no grupo controlo (91% vs 36%, p<0,0001, OR:0,06, 95% IC:0,17-
0,31) e do alelo TGFB +915 C no grupo com ACRE (10% vs 64%, p<0,0001, OR:17,15,
95% 1C:3,24-5,90) (Figura 35A). Para os geno0tipos que caracterizam este polimorfismo,
observou-se uma maior prevaléncia do genotipo de baixa producdo TGFB +915CC no
grupo com ACRE (9% vs 25%, p=0,008, OR:3,37, 95% IC:1,28-2,91) e do gendtipo de
alta produgdo TGFB +915GG no grupo controlo (86% vs 54%, p=0,00001, OR:0,19, 95%
IC:0,27-0,58) (Figura 35C). O genotipo TGFB +915GC também apresentou uma maior
frequéncia no grupo desta doenca (5% vs 21%, p=0,002, OR:5,18, 95% IC:1,51-3,30)
(Figura 35C). Para o polimorfismo TGFB +869 verificou-se uma maior prevaléncia do
genotipo TGFB +869TC no grupo com ACRE (47% vs 73%, p=0,002, OR:3,08, 95%
IC:1,28-3,48) e do gendtipo TGFB +869CC no grupo controlo (28% vs 11%, p=0,009,
OR:0,31, 95% IC:0,2-0,92) (Figura 35B). Da andlise dos haplétipos observou-se uma
maior prevaléncia dos haplétipos TGFB (+869/+915) CG no grupo controlo (41% vs
19%, p=0,00004, OR:0,33, 95% 1C:0,31-0,71) e do haplétipo TGFB (+869/+915) TC no
grupo com ACRE (2% vs 32%, p<0,0001, OR:23,21, 95% IC:2,59-4,00) (Figura 35D).
Finalmente, o haplétipo TGFB(+869/+915) TG apresentou uma maior frequéncia no
grupo controlo (50% vs 34%, p=0,005, OR:0,52, 95% IC: 0,48-0,90) (Figura 35D).
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Figura 35. Comparacdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos do TGF-$
entre 0os grupos controlo e com CCR. (A) Frequéncias alélicas da posicdo +915, (B)
Frequéncias genotipicas da posicao +869, (C) Frequéncias genotipicas da posi¢do +915, (C)
Frequéncias relativas para os haplotipos (*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001;
**H%p<0,00001).
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I\V. DISCUSSAO

4.1. Interleucina-1 e Adenocarcinoma Colo-Retal

A IL-1 é uma citocina pré-inflamatoria, responsavel pela mediacdo de processos
fundamentais do sistema imunitario inato, nomeadamente na ativacdo de linfécitos T
(Dinarello, 2009; Dinarello, 2011). O papel da IL-1 nos processos de carcinogénese é
considerado divergente, uma vez que o seu impacto se encontra dependente do subtipo
produzido (IL-la, IL-1B ou IL-1Ra) (Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Dinarello, 1994,
Garlanda et al., 2013; La et al., 2001). Esta divergéncia deve-se sobretudo aos diferentes
tipos de atividade que subtipo da IL1 pode adquirir. Assim e de forma generalizada, as
isoformas IL-1a e IL-1B s@o dotadas de acdo pro-inflamatdria e sdo referidas como
promotoras dos processos de carcinogénese (Hanada et al., 2002; Arvelo et al., 2015).
Por sua vez, a IL-1Ra, a forma antagonista da IL-1 e com atividade anti-inflamatdria,
surge associada a um potencial preventivo dos processos de carcinogénese (La et al.,
1999; Garlanda et al., 2013; Yuzhalin e Kutikhin, 2014; La et al., 2001). Todavia existe
ainda uma caréncia de estudos em populagbes Europeias no que se refere ao impacto
destas citocinas e dos seus polimorfismos no ACRE (Stanilov et al.,, 2013;
Balasubramanian et al., 2006; Harrison et al., 2008; Tseng et al., 2001; Gok et al., 2015;
Ito et al., 2007; Lépez-Hernandez et al., 2015). Neste estudo verificou-se que alguns dos
polimorfismos da IL-1 parecem influenciar a suscetibilidade dos individuos a esta doenga.

Face os resultados obtidos, € possivel afirmar que a presenca dos alelos IL1A -889C e
IL1R -1970C, associados a baixa produgéo/atividade da IL-1a, e a presenca do alelo IL1B
-511T e IL1B +3960C, associado a elevada produgdo da IL-1p, correlacionaram-se com
a diminuicdo do risco de ACRE. O mesmo se verificou para os gendtipos IL1A -889CC,
IL1R -1970CC e IL1RA 11100CC apareceram associados com a diminui¢do do risco de
ACRE. Por outro lado, os alelos IL1A -889T, IL1B -511C, I1L1B +3960T, IL1R -1970T,
ILLRA 11100T e os gendtipos IL1A -889TC, IL1R -1970TTe IL1RA 11100TT, associados
a elevada producéo/atividade da IL-1a, encontram-se associados ao aumento do risco de
desenvolvimento ACRE. Assim, o aumento da producéo do gene IL1 provocado pelo
aumento de expressao da isoforma -a parece promover o desenvolvimento dos processos
de carcinogénese. Enquanto o aumento de producdo da forma antagonista IL-1Ra,

apresenta um papel protetor no desenvolvimento do ACRE. Este mecanismo inflamatério
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é caracteristico de citocinas que atuam em fases iniciais dos processos de carcinogenese,
desencadeado pela resposta inata de inflamacéao (Lee et al., 2011). A relagdo encontrada
entre 0 aumento de respostas inflamatdrias do tipo Thl e o aumento do risco de ACRE
pode dever-se ao aumento dos niveis de stresse oxidativo, acidos biliares secundarios e
de mondcitos infiltrados nos tecidos epiteliais do colon, que podem resultar na alteracédo
genética dos proto-oncogenes em oncogenes (Gusdkov et al., 2011; lacopetta, 2003;
Landskron et al., 2014; Kumar et al., 2015; Arvelo et al., 2015; Haigis, 2013). Por outro
lado, a diminuicdo da expressdo da IL-1B estd associado a prevaléncia de ACRE,
indicando a sua atuacdo numa fase mais tardia do desenvolvimento dos processos de
carcinogénese. (Dinarello, 2011; Latz et al., 2013) Apesar dos resultados obtidos neste
trabalho estarem em desacordo com alguns estudos de associacgao publicados (Stanilov et
al., 2013; Tseng et al., 2001; Ito et al., 2007; Lee et al., 2010; Lopez-Hernandez et al.,
2015; Gok et al., 2015), as diferencas podem dever-se ao facto destes estudos serem
referentes a populacGes Asiaticas, onde as frequéncias alélicas e genotipicas das citocinas
sdo distintas (Tseng et al., 2001; Cheng et al., 2014). Van Dyke e colaboradores detetaram
uma distribuicdo diferencial das frequéncias alélicas e genotipicas por regido geografica,
sugerindo a necessidade de integracdo deste facto em estudos futuros (Van Dyke et al.,
2009).

4.2 TNF-a e Adenocarcinoma Colo-Retal

O TNF-a ¢ uma citocina envolvida nos mecanismos de sobrevivéncia, proliferacao,
diferenciacdo e morte celular (Osério-Costa e Carvalheira, 2013; Wang e Lin, 2008). Esta
citocina encontra-se fundamentalmente envolvida em mecanismos de inducdo de
apoptose celular (Wang e Lin, 2008; Pfeffer, 2003). Contudo, o papel do TNF-a nos
processos de carcinogénese € considerado ambiguo, uma vez que pode adquirir um papel
protetor ou impulsionador no desenvolvimento de carcinoma (Wang e Lin, 2008). Ao
nivel do ACRE, o0 TNF-a parece ser como um agente promotor do desenvolvimento e
metastisacdo tumoral (Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Dinarello, 1994; Popivanova et al.,
2008; Stanilov et al., 2014; Osorio-Costa e Carvalheira, 2013; Stanilov et al., 2010).
Estudos referentes aos polimorfismos localizados na regido promotora deste gene

demonstram a necessidade de execucdo de novos estudos, uma vez que o0s resultados
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existentes sdo inconclusivos ou contraditorios (Stanilov et al., 2013; Landi et al., 2003;
Wang e Lin, 2008; Gok et al., 2015).

Neste estudo verificou-se que os polimorfismos TNFA -308 G>A e TNFA -238 G>A
parecem ter um papel importante nos processos de carcinogénese do cdlon e reto. A
presenca dos alelos de alta produgdo, TNFA -308A e TNFA -238A, encontram-se
associados ao aumento do risco de ACRE. Por sua vez, a presenca dos alelos TNFA -
308G e TNFA -238G associam-se a diminuicao do risco da doenga. No caso dos gendtipos
que caracterizam o polimorfismo TNFA -238, observou-se uma conexao dos gendtipos
TNFA -238AA e TNFA -308GA com o aumento do risco de ACRE enquanto que os
genotipos de baixa producéo, TNFA -238GG e TNFA -308GG parecem diminuir o risco
de ACRE. Também se observou uma associagao entre o haplétipo de alta producao, TNFA
-238/-308 AA, e 0 aumento do risco desta patologia. Desta forma, a alta producdo do
TNF-a, provocada pela troca de G para A em ambas as variantes, parece desencadear o
aumento atividade pro-inflamatéria desta citocina e o aumento do risco de ACRE.
Contrariamente, a baixa producdo de TNF-a parece diminuir a prevaléncia deste tipo de
carcinoma. Este mecanismo inflamatorio é caracteristico de citocinas que atuam em fases
iniciais dos processos de carcinogénese, e que desencadeiam processos Thl de
inflamacéo (Lee et al., 2011,189). O papel promotor do TNF-o nos processos de
carcinogénese deve-se a estimulacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
através da inflamacdo incontrolada da mucosa colica e retal, que sdo responsaveis por
lesbes ao nivel do DNA e inibicdo das enzimas de reparacdo, despoletando o0 aumento da
taxa de mutagdes celulares (Waterston e Bower, 2004). Os resultados obtidos neste
trabalho para o polimorfismo TNFA -308 védo de encontro aos estudos de Wang e Lin,
Theodoropoulose e colaboradores, e de Gok, Ucar e Ozgur, que revelaram uma forte
associacdo entre o aumento da frequéncia do alelo A e o aumento do risco de
adenocarcinoma colo-retal (Wang e Lin, 2008; Stanilov et al., 2013; Gok et al., 2015).
Contudo, para o polimorfismo TNFA -238 os estudos existentes ndo conseguiram obter
resultados significativos entre esta variante e 0 CCR (Stanilov et al., 2013; Wang e Lin,
2008).
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4.3 Interleucina-2 e Adenocarcinoma Colo-Retal

A IL-2 é uma citocina pro-inflamatdria muito importante, que promove a ativacdo da
via Th1l, através da diferenciacdo de células NK em células citotdxicas e da maturacdo e
ativacdo de linfécitos T citotoxicos e auxiliares (Yuzhalin e Kutikhin, 2014; Olejniczak
et al., 2008; Rosenberg, 2014). Contudo, impacto real que a que esta IL possui nos
processos de carcinogénese é desconhecido, uma vez que o seu estudo tem sido focalizado
em fases tumorais mais avancadas (Olejniczak et al., 2008; Rosenberg, 2007; Rosenberg,
2014; Zhu et al., 2015; Mao et al., 2015). Nao obstante, devido & sua natureza pro-
inflamatdria, é esperado que o aumento da expressao IL-2 resulte num aumento do risco
em CCR. Esta convicgao, partilhada por alguns autores, parte do pressuposto de que a
desregulacdo da expressdo desta e de outras citocinas pro-inflamatérias podem induzir
processos de inflamagdo cronica, que resultam na alteracdo morfoldgica dos tecidos e no
impedimento da sua regeneracdo (Gusdkov et al., 2011; Raskov et al., 2014; Landskron
et al., 2014; Terzi¢ et al., 2010).

Os resultados obtidos neste trabalho suportam o potencial de risco que a IL-2 possui
no desenvolvimento dos processos carcinogénicos em CCR. Tendo-se detetado uma forte
associacdo entre o alelo de alta producdo, IL2 -330G e I1L2+160G, com o aumento do
risco de ACRE, enquanto que os alelos de baixa expressédo, IL2 -330T e IL2+160T, eram
prevalentes na populacdo controlo. Em relacdo aos gendtipos que caracterizam o
polimorfismo 1L2 -330, verificou-se uma associagdo entre o genotipo de baixa producdo,
IL2 -330TT, e a diminuicdo do risco ACRE, e dos gendtipos IL2 -330TG e IL2 +160TG
com aumento do risco para esta doenca. Finalmente, foi verificada uma forte associagédo
entre 0 haplétipo de alta producéo, IL2 -330/+160 GT, e 0 aumento do risco de ACRE.
Estes resultados parecem indicar que o aumento do nivel de producéo de IL-2 aumenta o
risco de ACRE, enquanto a sua diminuicdo parece ter um efeito protetor no
desenvolvimento deste tipo de carcinoma. A semelhanga com o que ocorre com a IL-1 e
0 TNF-a, 0 mecanismo inflamatério desempenhado pela IL-2 é caracteristico de citocinas
que atuam em fases iniciais dos processos de carcinogenese (Lee et al., 2011). Esta
associacdo pode dever-se ao papel promotor da IL-2 na producéo de agentes fundamentais
para a mediacdo de processos pro-inflamatérios, como linfécitos T e NK (Yuzhalin e
Kutikhin, 2014; Olejniczak et al., 2008; Rosenberg, 2014). Contudo, ndo foi possivel

comparar estes resultados com outros trabalhos cientificos sobre o impacto dos
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polimorfismos da IL-2 e o risco de desenvolvimento de adenocarcinoma colo-retal devido

a estes serem inexistentes.

4.4 Interleucina-6 e Adenocarcinoma Colo-Retal

A IL-6 é uma citocina com acdo pro e anti- inflamatéria (Th3), pelo que o seu papel
nos processos de carcinogénese colo-rectal ainda ndo se encontram totalmente
esclarecidos (Yuan et al., 2004; Waldner et al., 2012; Gasche et al., 2011; Scheller et al.,
2001). Dado o envolvimento da IL-6 nas diferentes fases do ciclo celular, esta pode ser
responsavel pela inibicdo dos processos de apoptose celular e pela promo¢do dos
processos de proliferacdo celular e de angiogénese (Grivennikov e Karin, 2008). Estes
processos ganham particular impacto quando sdo promovidos por células tumorais, que
tornam esta citocina num potencial fator de risco tumoral (Gusdkov et al., 2011; Yuzhalin
e Kutikhin, 2014; Bromberg e Wang, 2009; Waldner et al., 2012; Grivennikov e Karin,
2008). Contudo, ja foi estabelecida uma forte associagdo entre 0 aumento dos niveis de
expressao e producdo desta citocina, e 0 aumento do risco de carcinoma do colo-retal
(Uchiyama et al., 2012; Esfandi et al. 2006; Waldner et al., 2012; Malicki et al., 2009;
Luetal., 2015; Kakourou et al., 2015; Stanilov et al., 2010), embora, 0 nimero de estudos
que analisam a associagao entre os polimorfismos da IL-6 e o risco adenocarcinoma colo-

retal seja muito escasso (Stanilov et al., 2013).

Neste estudo verificou-se que os polimorfismos IL6 -174 C>G e IL6 +565 A>G
possuem um papel importante na carcinogénese do CCR. Com base nos resultados
obtidos, verificou-se uma conexao entre os gendtipos de baixa producéo, I1L6 -174CC e
IL6 nt+565AA, e o risco de desenvolvimento de ACRE. Adicionalmente, o gen6tipo IL6
nt+565AG associa-se a auséncia de ACRE. Estes resultados poderdo indicar que a I1L-6
atuara em fases mais avancadas despoletando a imunidade adquirida. Estes resultados sao
corroborados por Ladi e colaboradores, uma vez os autores confirmam o impacto do
polimorfismo IL6 -174 em fases mais avancadas dos processos de carcinogeénese (Landi
et al., 2003). Adicionalmente, outro estudo relacionou 0 aumento da suscetibilidade para
CCR com o aumento dos niveis de IL6 nt 565 no sangue (Stanilov et al., 2013). Assim,
estes resultados parecem comprovar a dualidade de atividades que esta citocina pode

possuir, uma vez que tanto pode apresentar atividade pro- inflamatoria ou anti-
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inflamatdria, de acordo com a fase em que se encontram 0S processos de carcinogénese
(Diehl e Ricon, 2002).

4.5 Interleucina-12 e Adenocarcinoma Colo-Retal

A IL-12 é responsavel pela regulacdo de outras citocinas e desempenha um papel
fundamental no processo de maturacdo da via Thl (Stanilov et al., 2013; O’Hara et al.,
1998; Stern et al., 1996; Colombo e Trinchieri, 2002; Lasek et al., 2014). Estudos recentes
tém descrito uma forte associacdo entre 0 aumento da expressdo desta citocina e 0
aumento do risco de ACRE (Stanilov et al., 2013; Sun et al., 2015). Esta associagédo
dever-se-a a sua atividade pro-inflamatéria, uma vez que a IL-12 surge vulgarmente
referida como um fator facilitador dos processos de carcinogénese e de tumorogénese
(Stanilov et al., 2013). Porém, ainda ndo existe muita informacédo sobre o impacto do seu
polimorfismo no risco de desenvolvimento de CCR, sendo a maioria dos trabalhos
referentes a estadios mais avangados da doenca (O’Hara et al., 1998; Colombo e
Trinchieri, 2002; Lasek et al., 2014).

Neste Trabalho verificou-se que o polimorfismo da IL-12 encontram-se associados ao
risco de ACRE. Foi observada uma associacdo entre o alelo de alta producdo, 1L12
+1188A, e 0 aumento do risco de ACRE, e o alelo de baixa producdo, 1L12 +1188C, e a
auséncia de doenca. Relativamente aos gendtipos da IL12 +1188, verificou-se uma
associacao entre o genotipo de baixa producdo, 1L12 +1188CC, e a diminuicdo do risco
de ACRE e enquanto que o genotipo de producdo intermédia, 1L12 +1188 AC, apareceu
associado ao aumento do risco para este adenocarcinoma. Nesta perspetiva, a I1L-12
parece possuir um papel preponderante no aumento do risco de ACRE em fases iniciais
da inflamagdo, uma vez que o aumento desta citocina pré-inflamatéria promove o
aparecimento de carcinoma. Estas fungdes devem-se a ativacdo da via Thl através da
inativagéo da IL-4 (principal ativadora da via Th2) e ativagdo do INF-y (Figura 36) (Li et
al., 2009). Apesar dos nossos resultados apontarem para a fungdo pro-tumoral da I1L-12,
maioria dos trabalhos existentes referem a IL-12 como agente preventivo de
carcinogenese em fases avancadas de CCR (Colombo e Trinchieri, 2002; Lasek et al.,
2014; Sun et al., 2015; Hanada et al., 2002). Contudo, o estudo levado a cabo por O’Hara

e colaboradores parece suportar os dados obtidos neste trabalho, confirmando o papel
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anti-tumoral desta citocina apenas em fases avancadas e ndo nas precoces, dando espaco

para a sua a¢ao pro-tumoral (O’Hara et al., 1998)

11IL-12

Figura 36. Esquema representativo, relativo as principais vias de interacdo na qual a IL-12 se
encontra.

4.6 IFN-y e Adenocarcinoma Colo-Retal

A semelhanga do que ocorre com a IL-12, 0 IFN-y desempenha um papel fundamental
na maturacdo e ativacdo da via Thl (Schroder et al., 2011), uma vez que, é conhecido o
retro-controlo positivo que a IL-12 exerce sobre este interferdo (Bream et al., 2003;
Colombo e Trinchieri, 2002; Stern et al., 1996; Lasek et al., 2014; Schroder et al., 2011;
Commins et al., 2010). Porém, o papel do IFN-y nos processos de carcinogénese nao é
linear (Figura 37), existindo evidéncias sobre a dualidade de papéis que esta citocina pode
adquirir de acordo com as condi¢des microambientais e com a intensidade dos processos
inflamatdrios (Zaidi e Merlino, 2011). No caso concreto de CCR, existe um estudo que
relaciona o aumento dos niveis de expressdo do gene IFNG com diminuicao do tempo de
vida dos individuos (Lu et al., 2014). Contudo, ainda sdo escassos ou ausentes o estudo

do o impacto do polimorfismo IFNG +874T>A no risco para CCR.
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Figura 37. Resumo do papel que o gene IFNG pode adquirir quer na promocdo ou prevengdo de cancro
do colo-retal- Adaptado de Zaidi et al., 2011.

Com os resultados obtidos neste trabalho, foi possivel verificar uma associacdo entre
0 genotipo de alta producdo IFNG +874TT e o gendtipo de baixa producdo IFNG
+874AA com a prevencao de adenocarcinoma colo-retal. Por outro lado, verificou-se uma
associacao entre o genotipo de producdo intermédia com IFNG +874TA e 0 aumento do
risco de ACRE. Tal como ja mencionado anteriormente, a acdo pré-inflamatéria do IFN-
v encontra-se intrinsecamente relacionado com o mecanismo de ativagdo da via Thl
mediado pela IL-12 (Bream et al., 2003; Maurille e Leo, 1998; Colombo e Trinchieri,
2002; Stern et al., 1996; Lasek et al., 2014; Commins et al., 2010). Este principio surge
apoiado pela maioria dos autores que estudam o impacto do IFN-y no risco de
desenvolvimento de carcinoma (Landskron et al., 2014; Maurille e Leo, 1998; Colombo
e Trinchieri, 2002; Schroder et al., 2011; Hanada, 2006). Contudo a semelhanca do que
ocorre com outras citocinas, o IFN-y pode atuar em fases mais avangadas no processo de
carcinogenese, onde 0 aumento da expressdo desta citocina aumenta resposta imune anti-
tumoral. Deste modo, face aos resultados obtidos, ndo é possivel afirmar de forma
assertiva qual o verdadeiro impacto desta citocina nos processos de carcinogénese,
contudo parece evidente que o INFG atua e influencia a progressao tumoral em varias

etapas deste processo.
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4.7 TGF-B ¢ Adenocarcinoma Colo-Retal

O TGF-p ¢é citocina com uma ac¢do Th3, que oscila entre uma regulacdo positiva e
negativa das respostas imunes, o que lhe confere uma dualidade de papéis e
desconhecendo-se 0 seu papel nos processos de carcinogénese (Lebrun et al., 2012;
Kemik, 2011; Kubiczkova et al., 2012). Nas fases iniciais de desenvolvimento de CCR,
esta citocina aparece descrita por alguns autores como um fator preventivo (Céspedes et
al., 2012; Fi et al., 2008; Lebrun et al., 2012; Kemik, 2011; RIEC, 2014). Assim, sera
esperado que 0 TGF-B seja responsavel pela mediagdo de respostas anti-inflamatorias,
que ao contrario da resposta pré-inflamatoria, funcionam como agentes preventivos da
doenca, através do aumento de atividade da citocina (Maurille e Leo, 1998; Kristen et al.,
2008; Srivastava et al., 2014; Lopez-Hernandez et al., 2015). Contudo, pouco ou nada
se conhece sobre o impacto dos polimorfismos estudados neste trabalho (TGFB +869 e

TGFB +915) e o risco de desenvolvimento de adenocarcinoma de colo-retal.

Neste estudo verificou-se que os polimorfismos do TGF-B parecem influenciar a
suscetibilidade de ACRE, tendo-se obtido uma forte associagéo entre o alelo TGFB
+915G e a prevencdo de ACRE, e entre o alelo baixa atividade TGFB +915C e o aumento
do risco para esta patologia. Ao nivel dos genotipos verificou-se uma associagéo entre o
genotipo de baixa atividade, TGFB +869CC, e a prevencdo de adenocarcinoma colo-retal,
e uma associacdo entre o genotipo TGFB +819TC e o aumento do risco para este
carcinoma. Por sua vez, observou-se uma associacdo do genétipos TGFB +915CC e
TGFB +915GC com o aumento do risco de ACRE. Enquanto que, o genotipo de elevada
atividade, TGFB +915GG, aparece associado a auséncia de ACRE. Assim, a atividade
aumentada do TGF-f parece prevenir o desenvolvimento dos processos de carcinogénese
na mucosa colica e retal. Este mecanismo de acdo € caracteristico de citocinas com
atividade Th2, anti-inflamatdria ou preventiva da inflamacdo cronica. Estes resultados
séo corroborados pela literatura, onde surge evidenciado o papel protetor desta citocina
em fases iniciais e de risco em fases avancadas de progressao tumoral (Céspedes et al.,
2012; Li et al., 2015; Lebrun, 2012; Xu e Pasche, 2007; Kemik, 2011; Yang e Yang,
2010; Kubiczkova et al., 2012). Contudo e devido ao fato do TGF-B ser uma citocina
Th3, alguns autores encontraram casos de associacdo entre 0 aumento dos niveis desta
citocina no sangue e 0 aumento do risco de carcinoma (Bubendk, 2004; RIEC, 2014;

Yang e Yang, 2010). A atividade Th3 do TGF pode dever-se ainda ao seu papel regulador
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de citocinas com atividades do tipo Th2 e Th3, nomeadamente IL-4 e a IL-6 (Malicki et
al., 2009; Scheller et al., 2001).
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V. CONCLUSAO

O CCR é conhecido por ser uma doenca multifatorial, para a qual ainda ndo existe um
esclarecimento sobre o impacto que algumas variantes genéticas possuem na sua
progressdo. As citocinas analisadas neste trabalho parecem ter um papel fundamental nos
processos de carcinogénese do CCR, na medida em que podem influenciar o grau de
suscetibilidade dos individuos. Neste trabalho, os genotipos associados a alta
producdo/atividade das citocinas pro-inflamatérias IL-1a, TNF-a e IL-2 apareceram
associados a prevaléncia desta patologia. Enquanto que, 0s genoétipos associados a baixa
producdo/atividade desta citocinas pré-inflamatorias apareceram associados a auséncia
de ACRE. Relativamente aos gendtipos e haplétipos de alta producdo/atividade das
citocinas Th3, IL-6 e TGF-p foi verificada uma associacdo com a diminuicdo de risco
para ACRE. Por outro lado, aos gendtipos e hapl6tipos de baixa producgéo/atividade destas
citocinas Th3 apresentou uma associa¢do com o aumento da prevaléncia desta patologia.

Estes resultados sugerem a existéncia de uma associacdo entre a maioria dos variantes
polimorfismos das citocinas e o risco para 0 ACRE. Deste modo, as mutac¢des dos genes
IL1A, IL1R, IL1IRA, TNFA e IL2 associadas ao aumento de expressdo/atividade das
citocinas pro-inflamatoria IL-1a, TNF-a e IL2, pela presenca dos alelos IL1A -889T,
ILIR -1970T, IL1RA 11100T TNFA -238A e IL2 +160G, parecem aumentar 0s niveis
de inflamacédo de longo prazo na mucosa cdlica e retal e consequentemente despoletar o
desenvolvimento tumoral. Contrariamente, os variantes de alta expressao/atividade da IL-
6 e TGF-b parecem associar-se a diminui¢do dos processos inflamatérios/tumorais do
colon e reto. Estes resultados parecem suportar a hipétese de que o CCR esta relacionado
com o aumento das atividades pré-inflamatérias (Thl) e que a genotipagem destas
citocinas tem potencial para ser uma ferramenta Gtil no estabelecimento do diagndstico
clinico da ACRE. Contudo, é necessaria execucdo de estudos com uma amostragem
superior. Também se torna relevante a integracdo de fatores de risco ambientais, como
habitos alimentares, indice de massa corporal e localizacdo geografica, de modo a

determinar a interacdo estatistica entre gene/ambiente.
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