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Resumo

Os estrogénios sao responsaveis pelo crescimento, diferenciacao e funcao de varios
tecidos como o tecido mamario, endométrio, osso, vasos sanguineos, entre outros. Os
receptores de estrogénios (ER) sdo responsaveis pela sua accao bioldgica, podendo ser de trés
tipos: ERa, ERB e GPR30. Os polimorfismos dos receptores de estrogénio, Pvull e Xbal, tém
sido associados a diversas patologias ginecolégicas como o cancro da mama, cancro do
endométrio, adenomiose e leiomioma. Realizamos um estudo numa amostra de mulheres que
frequentaram a consulta de ginecologia oncologica do Centro Hospital Cova da Beira com o
objectivo de estudar a associacao entre os polimorfismos genéticos, Pvull e Xbal, e doencas
do foro ginecoldgico feminino. A amostra foi constituida por 21 mulheres com patologias
ginecologicas e 121 mulheres saudaveis. Todas as participantes assinaram um termo de
consentimento informado. O ADN foi extraido pelo método do Chelex e os genétipos foram
determinados por PCR-RFLP.

Concluimos que parece existir uma associacao entre o alelo G do polimorfismo Xbal e
o alelo C do polimorfismo Pvull do receptor de estrogénio alfa e o aumento de risco de
doenca do foro ginecologico;

Foi possivel estabelecer uma relacdo entre as mulheres portadoras do alelo G do
polimorfismo Xbal e o aumento do risco de desenvolver infeccao por HPV.

Verificou-se que as mulheres portadoras do alelo G do polimorfismo Xbal estao
associadas a aumento da susceptibilidade de desenvolver uma patologia inflamatoéria. No
entanto, este trabalho apresenta limitacdes que obrigam a analise destes dados de uma forma
muito cautelosa, mas que pode levar a realizacdo de futuros estudos e desenvolvimentos na

area.
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Abstract

Estrogen is responsible for the growth, differentiation and function of several tissues
such as mammary, endometrial, bone, blood vessels, among others. Estrogen receptors (ER)
are responsible for its biological action and can be divided into three different types: ERq,
ERB and GPR30. The polymorphisms of the estrogen receptors, Pvull and Xbal, have been
associated with several gynecological pathologies such as breast or endometrial cancer,
adenomyosis and leiomyoma. This study was applied to a sample of women who underwent an
oncological gynecology consultation at Centro Hospitalar Cova da Beira in order to study the
association between the genetical polymorphisms Pvull and Xbal and female gynecological
diseases. The sample was composed by 21 women with gynecological diseases and 121 healthy
women. All participants signed a written informed consent. The DNA was extracted by Chelex
method and the genotypes were determined by PCR-RFLP.

We concluded that it seems to exist an association between G allele of the Xbal
polymorphism and the C allele of the Pvull polymorphism of estrogen receptor a and an
increased risk of gynecological disease;

It was possible to establish a relation between women carrying G allele of the Xbal
polymorphism and increased risk of developing HPV infection;

It was possible to verify that women carrying G allele of the Xbal polymorphism are
associated with the increase of susceptibility to develop an inflammatory disease. However,
this work showed limitations that forces a careful analysis of results but can lead to further

studies and develops in the area.
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Rastreio dos polimorfismos genéticos Xbal e Pvull dos receptores de estrogénios alfa na consulta de ginecologia oncoloégica do
Centro Hospitalar Cova da Beira

1. Introducao

0 estrogénio é responsavel por inimeras funcdes biolodgicas no corpo humano.

Ha muito que se tem vindo a descrever uma possivel ligacdo entre os polimorfismos
dos receptores de estrogénio e a susceptibilidade a algumas doencas, nomeadamente,
doencas cardiovasculares, osteoporose e alguns cancros do foro ginecolégico com grande
componente estrogénica (Yaich et al., 1992; Willing et al., 1998; Weiderpass et al.,
2000;Schuit et al., 2004; Yoon et al., 2010).

1.1- Estrogénios

Os estrogénios sdao produzidos pelos ovarios e placenta, e em menores quantidades
pelos testiculos, cortex da supra-renal, cérebro, tecido adiposo, mama, pele, vasos
sanguineos, 0sso e cartilagem (Czajka-Oraniec and Simpson, 2010). Existem trés compostos
estrogénicos endogenos principais nos seres humanos: o estradiol, a estrona e o estriol, sendo
o estradiol o mais potente e principal estrogénio produzido pelo ovario (Mitrunen and
Hirvonen, 2003).

Os estrogénios influenciam o crescimento, diferenciacdo e funcionamento de muitos
tecidos como por exemplo a mama, a prostata, o cérebro, o 0sso e o sistema cardiovascular
(Kok and Linn, 2010; Prins and Korach, 2008; Pike et al., 2009; Imai et al., 2010; Bhupathy et
al, 2010).

1.1.1 - Biossintese do estrogénio

Os estrogénios sao sintetizados nos ovarios, pelos foliculos maduros, em mulheres pré-
menopausicas nao gravidas (Mitrunen and Hirvonen, 2003). A Figura 1 representa um esquema
da biossintese de estrogénios realizada nos ovarios. No entanto, a biossintese de estrogénio
pode estar presente noutros locais do corpo e torna-se a maior fonte de estrogénio apos a
menopausa. Estes locais incluem as células mesenquimatosas do tecido adiposo e pele,
osteoblastos e osteoclastos no 0sso, alguns locais no cérebro como o hipotalamo e amigdala e
células do musculo liso aorticas e células endoteliais (Simpson et al., 1999). Os locais de
producao de estrogénio fora dos ovarios tém a capacidade de converter os esterdides C19 em

esteroides C18, mas nao tem a capacidade de sintetizar os precursores de esterdides C19, e

1
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portanto sdao dependentes da disponibilidade de esterdides C19 na circulacdo (Simpson et al.,
1999). Por outro lado, os estrogénios sintetizados nestes compartimentos, particularmente o
0ss0, @ mama e o cérebro, sdo apenas biologicamente activos no local onde sdo produzidos e,
embora a quantidade de estrogénio produzida por estes seja relativamente pequena, as
concentracbes locais atingidas serdo elevadas e exercem influéncia bioldgica no local da

producao (Simpson et al., 1999).
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Figura 1 Biossintese do estradiol (Adaptado de Mitrunen and Hirvonen, 2003)
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1.1.2 - Metabolismo do estrogénio

Segundo os investigadores Mitrunen and Hirvonen, 2003, o estradiol e a estrona sao
metabolizados in vivo por duas vias distintas: a hidroxilacao no anel A e a hidroxilacao no anel
D. A hidroxilacao no anel D origina a formacao de 16a-hidroxiestrona, enquanto a hidroxilacao
no anel A origina a conversao em 2-hidroxiestrogénio ou 4-hidroxiestrogénio (Mitrunen and
Hirvonen, 2003).

Os estrogénios sdo metabolizados pela estrogénio 2/4-hidroxilase nas posicdes orto
em relacdo ao grupo fenol na posicdo 3 para formar 2-hidroxiestrogénio (2-OHE;) e 4-
hidroxiestrogénio (4-OHE,) (Figura 2) (Mitrunen and Hirvonen, 2003). Estes intermediarios sao
bastante instaveis in vivo uma vez que entram em ciclo redox com producao de quinonas,
semi-quinonas e radicais livres (Mannisto and Kaakkola, 1999) e sao rapidamente convertidos
a 2-metoxiestrogénio (2-MeOE2) e 4-metoxiestrogénio (4-MeOE2), bem como a conjugados

glucuronido, sulfato e glutationa (Mitrunen and Hirvonen, 2003).
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Figura 2 Metabolismo do estrogénio (Adaptado de Mitrunen and Hirvonen, 2003).

1.2 - Accdes do estrogénio

Ao nivel do sistema nervoso central, a aprendizagem e comportamento, a resposta ao

stress, e a reproducao sao influenciadas pela accao dos estrogénios. No 0sso, o estrogénio



Rastreio dos polimorfismos genéticos Xbal e Pvull dos receptores de estrogénios alfa na consulta de ginecologia oncoloégica do
Centro Hospitalar Cova da Beira

através dos receptores presentes nos osteoblastos prolonga o seu tempo de vida evitando a
reabsorcao 6ssea em mulheres pré-menopausicas (Imai et al., 2010). Por outro lado, o
estrogénio tem um efeito protector no desenvolvimento e progressao da arteriosclerose, um
efeito potencialmente benéfico que pode contribuir para o risco relativamente baixo de
doencas cardiovasculares em mulheres pré-menopausicas comparadas com os homens da
mesma faixa etaria (Meyer and Barton, 2009). Foi também descrita a proteccéo vascular pelo
estrogénio em caso de isquémia/reperfusao apos lesdo cardiaca (Deschamps et al., 2010).
Esta proteccdo é exercida através da activacao induzida por estrogénio da oxido nitrico
sintetase endotelial (Deschamps et al., 2010). O oxido nitrico libertado pela dxido nitrico
sintetase endotelial (eNOS) é um vasodilatador potente que regula a pressao arterial e inibe a

adesao e agregacao plaquetar e leucocitaria (Meyer et al., 2009).

1.2.1 - Receptores de estrogénio

As respostas celulares a hormonas, incluindo o estrogénio, sdo mediadas por
receptores que iniciam eventos celulares apos ligacdo da hormona (Prossnitz et al., 2008). Os
efeitos biologicos dos estrogénios sdo mediados por trés receptores de estrogénio: o receptor
de estrogénio alfa (ERa) o receptor de estrogénio beta (ERB) e o receptor de estrogénio
acoplado a proteina G (GPR30).

0 gene ERa esta localizado no brago longo do cromossoma 6, locus 25.1, estendendo-
se mais de 140 kilobases, dividido em oito exdes (Ponglikitmongkol et al, 1988). O cADN do
receptor de estrogénio € constituido por uma sequéncia de 1,785 nucleotidos que codifica
uma proteina de 595 aminoacidos com um peso molecular de 66,182kD (Shao and Brown,
2004).

O gene ERB encontra-se localizado no braco longo do cromossoma 14, locus 23.2,
dividido em oito exdes, com um peso molecular de 61.2 kb que codifica uma proteina de 530
aminoacidos (Lurie et al., 2011).

O GPR30 localiza-se no braco curto do cromossoma 7, locus 22.3, dividido em trés
exdes, com um peso molecular de aproximadamente 41 kDa que origina uma proteina

composta por 375 aminoacidos (Mizukami, 2010).

1.2.2 - Dominios estruturais dos receptores de estrogénio

O receptor de estrogénio alfa e o receptor de estrogénio beta sao ambos membros da

superfamilia de receptores nucleares e tal como outros membros desta superfamilia sao
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constituidos por 6 regides de homologia variavel denominadas de A a F (Figura 3) (Marino and
Ascenzi, 2006).

595

i
ERee N AB [ C 1D  F-C
AF-1 AF-2
DBD
LBD

530

1
ERB N AB [ C | D] [Fj-c

Figura 3 Estrutura do receptor de estrogénio alfa e receptor de estrogénio beta. DBD - Dominio de
ligacdao ao ADN; LBD - Dominio de ligacao a hormona. (Adaptado de Shao and Brown, 2004)

A regidao N terminal (dominios A e B) das proteinas ERa e ERB contém o local AF1
(funcéo de activacao transcripcional 1) (Nilsson and Gustafsson, 2011). O local AF1 é essencial
para a interaccdo com proteinas co-reguladoras e contribui para a activacdo do receptor
independente de hormona (Nilsson and Gustafsson, 2011). O dominio A/B contém aminoacidos
que sao alvo para modificacbes translacionais por quinases, que por sua vez estimulam a
actividade da AF-1 (Nilsson and Gustafsson, 2011).

A regidao C corresponde ao dominio de ligacdo ao ADN (DBD) (Marino and Ascenzi,
2006). A nivel molecular, a regido C dos receptores nucleares é constituida por duas alcas
denominadas “dedos de zinco”, que contem 60-70 aminoacidos e uma regido terminal COOH
(CTE) (Figura 4) (Aranda and Pascual, 2001). Em cada dedo de zinco quatro cisteinas
coordenam tetraedricamente um ido de zinco (Aranda and Pascual, 2001). Os aminoacidos
requeridos para a discriminacao do ADN estao presentes na base do primeiro dedo de zinco,
numa regido denominada box P (Aranda and Pascual, 2001). Os aminoacidos do segundo dedo
de zinco formam a box D e estao envolvidos na dimerizacao do receptor (Figura 4) (Aranda
and Pascual, 2001). O dominio de ligacdo ao ADN é necessario para a ligacao dos receptores

de estrogénio ao ADN e regular a transcricao de genes alvo (Nilsson and Gustafsson, 2011).
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Figura 4 Dominio de ligagao ao ADN da familia de receptores nucleares (Adaptado de Aranda and
Pascual, 2001)

Box P

O dominio E corresponde ao dominio de ligacdo a hormona (LBD), estando a AF2
(funcao de activacao 2) localizada neste (Marino and Ascenzi, 2006). O dominio funcional AF2
esta incluido numa hélix anfipatica (H12) e é essencial para a actividade transcripcional
ligando-dependente (Aranda and Pascual, 2001). O dominio de ligacdo a hormona (regido E)
para além de estar envolvido na ligacdo de estrogénio, medeia a homodimerizacéo,
interaccao com proteinas de choque térmico e participa na actividade transcripcional ligando-
dependente (Nilsson and Gustafsson, 2010).

A regido de dobradica (regido D) encontra-se compreendida entre o dominio C e o
dominio E, permitindo a rotacao do dominio de ligacdo ao ADN (Nilsson and Gustafsson, 2010).
O dominio D contém residuos cuja mutacao anula a interaccao com co-reguladores (Nilsson
and Gustafsson, 2010).

A regido F contém o dominio de ligacao ao estrogénio e o dominio de transactivacao
ligando-dependente, incluindo o local de ligacdo de cofactores que sao recrutados quando o
ER fica activado (Zwart et al., 2010).

O GPR30, também denominado de GPER, é um membro da familia de receptores
acoplados a proteina G (GPCR) que contém 7 segmentos transmembranares que transmitem

sinais por interaccao com proteinas G heterotriméricas (Figura 5) (Prossnitz and Maggiolini,
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2009). Alguns autores defendem que o GPR30 se localiza no reticulo endoplasmatico, no
aparelho de Golgi mas também na membrana plasmatica (Mizukami et al., 2010).

O GPR30 contém uma regidao C-terminal intracelular com 47 aminoacidos, uma
sequéncia envolvida na transducao de sinal no loop 2 intracelular (Thomas et al., 2005), um
segundo loop extracelular com 10 aminoacidos (Thomas et al., 2005), duas cisteinas nos
primeiros dois loops extracelulares que podem formar ligacées dissulfido que ajuda a
estabilizar a estrutura (Mizukami et al., 2010) e uma porcao N-terminal extracelular com 57
aminoacidos contendo residuos de acido aspartico que podem ser modificados por glicosilacdo
se 0 GPR30 se localiza na membrana plasmatica (Mizukami et al., 2010). Pensa-se que a
hormona se associa com o dominio N-terminal para activar o receptor (Mizukami et al., 2010).
A proteina G trimérica liga-se ao terceiro loop do dominio intracelular (Mizukami et al.,
2010).

Ligando

Exvraediues

Mamb=ans

Intraceliular

Proteina G

Figura 5 Estrutura geral de um receptor acoplado a proteina G contendo sete segmentos

transmembranares (adaptado de Chien et al., 2010)

1.2.3 - Mecanismos de ac¢ao dos receptores de estrogénio

Tradicionalmente, as respostas celulares aos compostos estrogénios tém sido
consideradas como sendo mediadas por dois receptores de estrogénio nucleares a (ERa) e B
(ERB), conhecida por sinalizacdo mediada por estrogénios “genémica” (Figura 6 - (3)) (Meyer
et al., 2009). Ambos os receptores funcionam como factores de transcricao activados por
ligando que se localizam no citoplasma inactivados e associados a proteinas de choque
térmico (Hsp) (por exemplo, Hsp90, Hsp70 e Hps56) (Powell et al, 2010). Apds ligacdo da
hormona, as Hsp dissociam e os receptores sdao translocados para o nlcleo, onde ocorre a
transcricdo de genes. A dissociacdo da Hsp90 leva a dimerizacdo do receptor com formacao
de um homodimero ou heterodimero (ERa-ERa; ERB-ERa; ERB-ERB) de ER estavel (Powell et
al., 2010). Num segundo passo ocorre interaccdo com moléculas co-reguladoras (co-
activadoras ou co-repressoras) (Powell et al., 2010; Zarate and Seilicovich, 2010). O dimero
de ER activado interage com os elementos de resposta a estrogénio (ERE) (Powell et al.,

2010). Os ERE sao pequenas sequéncias de ADN no promotor de um gene especifico que é
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capaz de ligar ao dimero de ER e desta forma regula a transcricao. Por ultimo o complexo ER-
ERE promove a formacdo de um complexo de pré-iniciacdo de transcricao e facilita a
disrupcao da cromatina nos ERE; finalmente a ARN polimerase Il e o resto da maquinaria de
transcricdo relne-se ao promotor e o gene é transcrito. Dependendo da célula e do co-
regulador, o receptor ligado ao ADN exerce um efeito positivo ou negativo na expressao do

gene alvo (Barone et al., 2010).
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Figura 6 Sinalizacao do receptor de estrogénio “gendmica” e “ndo genémica” (adaptado de Meyer et
al., 2009)

No entanto, o estrogénio também se pode ligar ao receptor de estrogénio acoplado a
proteina G, localizado no reticulo endoplasmatico (Figura 6 - (2)) (Meyer et al., 2009). O
GPR30 activa efectores como a adenilato ciclase (o que resulta na producao de cAMP) e c-Src.
O c-Src activa a matriz de metaloproteinases (MMP) que cliva o factor de crescimento
epidérmico ligado a pro-heparina (EGF), libertando EGF que transactiva o receptor do factor
de crescimento epidérmico (EGFR) (Meyer et al., 2009). A activacao do EGFR origina varios
eventos incluindo a activacao da MAPK e PI3K (Meyer et al., 2009). Uma vez activado, as
cascatas de MAPK e PI3K/Akt podem induzir ou efeitos rapidos ou influenciar a transcricao de
genes (Meyer et al., 2009).

Por outro lado, o ER activado modula a funcdo de outras classes de factores de
transcricdo (TF) através de interaccdo proteina-proteina (4) (Meyer et al., 2009). A actividade
transcripcional pode ser aumentada por fosforilacdao (5), ou outros factores de transcricao
podem ser activados e ou interagem directamente com o ER (6), ou ligam independentemente
do ER (7) na regiao do promotor do gene alvo (Meyer et al., 2009).

Uma variedade de respostas celulares a concentracoes fisiologicas de estrogénios
ocorrem rapidamente entre alguns segundos e minutos, que portanto nao podem ser

mediadas por processos de transcricdo e sintese proteica (Figura 6 - (1); Figura 7) (Meyer et
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al., 2009). Os efeitos rapidos mediados por estrogénio sdao transmitidos por via enzimatica ou
canais ionicos através da activacao receptores de estrogénio acoplados a membrana (mER) e
sdo referidos como “ndo gendmicos” (Meyer et al., 2009). A interaccdo directa da proteina G,
Gai, com o ER é essencial para activacdo do c-Src e representa o passo inicial na sinalizacdo
celular rapida mediada por mER (Meyer et al., 2009). O modelador da actividade nao
gendmica do receptor de estrogénio (MNAR) promove a formacao de um complexo com ER, c-
Src e p85 (a subunidade regulatoria da PI3K) (retratado como subunidade p85 e p110), e
portanto facilitando a sinalizacao da via da PI3K/Akt (Meyer et al., 2009). Alternativamente a
c-Src activa a GTPase p21ras (ras) monomérica que € capaz de recrutar quinases da via da
proteina quinase activada mitogenio (MAPK) (Meyer et al., 2009). Uma vez activado o mER
tanto as vias PI3K/Akt como a MAPK podem modular a transcricao de genes (Meyer et al.,
2009).

s
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Figura 7Mecanismo “nao gendmico” da proteina ERa na membrana plasmatica (adaptado de Meyer et
al., 2009)

1.3 - Receptores de estrogénio alfa vs. Receptores de estrogénio
beta

As proteinas ERa e o ERB exercem diferentes efeitos na organizacao, crescimento e
diferenciacao de varios tecidos (Zwart et al., 2010).

Em alguns 6rgaos os niveis de expressao do gene ERa e ERB sao similares, no entanto,
estes niveis podem variar entre células do mesmo 06rgao ou tecidos diferentes e, noutros
locais um dos subtipos de ER pode dominar (Nilsson and Gustafsson, 2011). O gene ERa é
expresso predominantemente no Utero, estroma da prostata, células da teca dos ovarios,
células de Leydig dos testiculos, epididimo, osso, tecido mamario, figado, rins, tecido adiposo
branco e varias regidoes do cérebro(Figura 8) (Nilsson and Gustafsson, 2011). O gene ERB

expressa-se predominantemente no sistema imunitario (Deroo and Buensuceso, 2010), célon,
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epitélio da prostata, testiculos, células da granulosa dos ovarios, medula 6ssea, glandulas
salivares, endotélio vascular, pulmoes, bexiga certas regides do cérebro (Figura 8) (Nilsson
and Gustafsson, 2011).

Sistema nervoso central

Sistema cardiovascular

ERa, ERB

Mama
ERa, ERB
Pulmao
ERB
Figado
ERo % Tracto gastrointestinal
3 ERB
Osso Tracto urogenital
ERo, ERB ERG, ERB

Figura 8 Localizacao dos dois subtipos “classicos” de receptores de estrogénio (Adaptado de Nilsson and
Gustafsson, 2011)

As proteinas ERa e ERB diferem na transactivacdo mediada pelo estradiol, devido a
uma constituicdo de aminoacidos diferente e/ou diferentes interaccdes com os varios
dominios do receptor como ja foi referido (1.2.2) (Zwart et al., 2010).

Deste modo, o ERB difere significativamente do ERa na regiao N-terminal (18% de
homologia), na regiao de dobradica (30% de homologia), nos dominios de ligacdo a hormona
(59% de homologia)e dominio F na regido C-terminal (18% de homologia), sendo estas
diferencas responsaveis por diferencas nas actividades transcripcionais (Shao and Brown,
2003; Zwart et al., 2010).

Segundo o artigo de revisao de Aranda and Pascual de 2001,a regiao A/B dos
receptores nucleares tem actividade de promotor e é especifica para a célula o que pode
contribuir para a especificidade de accao entre as isoformas do receptor (revisao de Aranda
and Pascual, 2001). O dominio AF1 do ERa tem a capacidade de interagir com o co-activador

SRC-1(Zwart et al., 2010). Esta ligacdo, em combinacdo com a regidao de dobradica do ERa, é
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responsavel pela transactivacao pelo estrogénio e pela transactivacao ligando-independente.
Ambas as funcoes nao se encontram no ERB o que reflecte uma diferenca na regiao AF-1 que
afecta a resposta a ligandos (Zwart et al., 2010).

A activacédo transcripcional pelo ERa é mediada pela accao sinérgica entre as duas
funcdes de activacao distintas, mas apesar de a AF-1 ser constitutivamente activa é em geral
mais fraca que a actividade da AF-2. Em contraste, a proteina ERB parece nao ter actividade
significativa da AF-1 e portanto depende inteiramente da actividade ligando-dependente da
AF-2 (Zwart et al., 2010).

A regido de dobradica do ER sofre modificacdes pos-translacionais que afectam a
estabilidade e actividade do receptor, portanto alteracées tanto na composicao como no
comprimento do dominio D afectam a capacidade de transcricdo (Zwart et al., 2010). Por
exemplo os residuos na regido de dobradica entre K299 e S305 sofrem acetilacao, ubiquilacao,
metilacao e fosforilacao (Zwart et al., 2010). Estas modificacoes sao interdependentes e
podem afectar a activacdo final do ERa (Barone et al., 2010). Estas sequéncias e possiveis
modificacées e modulacdes do receptor estao ausentes na regiao de dobradica do ERB uma
vez que esta regido é consideravelmente mais curta que no ERa (Zwart et al., 2010).

Por outro lado, a regido C, ou dominio de ligacdo ao ADN, das proteinas ERa e ERB é
idéntica(96%de homologia) e, deste modo, ambos os receptores sao capazes de se ligar a
elementos de resposta a estrogénio com especificidade e afinidade semelhantes (Nilsson and
Gustafsson, 2000).Embora os dois subtipos de ER possam interagir com os mesmos elementos
de resposta a estrogénio, seja como homodimeros ou heterodimeros (Grober et al., 2011), o
ERB liga-se com menor afinidade ao ERE em comparacao com o ERa (Deroo and Buensuceso,
2010). Por outro lado, quando se liga ao ERE, o ERB sofre alteracées conformacionais
especificas para cada ERE, resultando em recrutamento diferencial de co-activadores (Grober
et al., 2011; Deroo and Buensuceso, 2010). Portanto, a menor afinidade e as alteracées
conformacionais dependentes de ERE, podem contribuir para diferencas na actividade
transcripcional dos dois subtipos de receptores de estrogénio (Deroo and Buensuceso, 2010).
Por exemplo, embora o tamoxifeno (farmaco modulador dos receptores de estrogénio) seja
um agonista parcial no ERa, age como antagonista no ERB. No entanto, o raloxifeno (farmaco
modulador dos receptores de estrogénio) actua como um agonista selectivo do ERB (Deroo
and Buensuceso, 2010).

Hall et al., 2001 propds que o ERB pode inibir a actividade transcripcional do ERa nas
células onde ambos sejam expressos, e que a resposta ao estrogénio depende do ratio
ERa/ErB(artigo de revisao de Hall et al., 2001). Recentemente tem sido destacado um papel
importante na diferente accao estrogénica entre o ERa e o ERB nos cancros da mama. Apesar
de o ERa ser predominantemente expresso nos carcinomas da mama, a maioria destes cancros
também expressa ERB (Grober et al., 2011). Pensa-se que a expressao de ERB altera a
expressdao de ERa em tecidos onde ambos sdo expressos (Grober et al., 2011). Os niveis de
ERB diminuem durante a progressao de muitos tipos de tumor e o ERB tem sido descrito como

um supressor de tumor (Grober et al., 2011). Em contraste, a proteina ERa tem sido associada
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com a promocao da proliferacao, resultando em crescimento e progressao de tumores (Grober
et al., 2011).

1.4- Receptores de estrogénio alfa

1.4.1 - Importéancia da fosforilacdo e acetilacdo dos receptores de
estrogénio

Segundo o artigo de revisao de Barone et al.,2010, a fosforilacao dos ER por segundos
mensageiros tem elevada relevancia devido a sua participacao na accao do receptor. Entre as
quinases que podem fosforilar o ERa existem moléculas como a Akt, a quinase regulada
extracelular (Erk) 1/2, a MAPK, p21-quinase activada 1 (PAK-1), e a proteina quinase A (PKA),
resultando em varias respostas a ligandos (Figura 9) (Barone et al.,2010). Por exemplo a
fosforilacdo da serina (S) 167 pela Akt e S118 pela Erk1/2 pode resultar em resisténcia
adquirida ao anti-estrogénio tamoxifeno e activacdo do ERa ligando-dependente (Barone et
al.,2010). Fosforilacdo da S305, que é mediada pelo sinal da PKA e PAK-1, pode alterar a
sensibilidade ao estrogénio e a resposta ao tamoxifeno (Barone et al.,2010). Estes eventos sao
bastante complexos e actuam de forma interdependente (Barone et al.,2010). Por exemplo, a
fosforilacdo da S305 pode regular a fosforilacao subsequente da S118, e a acetilacao do
receptor (Barone et al.,2010).

A regido de dobradica € um dominio multifuncional que se liga a varias proteinas co-
regulatorias e participa na ligacdo do ADN ao receptor de estrogénio (Barone et al.,2010). Os
residuos de lisina K266, K268, K299, K302, e K303 dentro do dominio D podem ser acetilados
pela proteina histona acetilase p300 (Figura 9) (Barone et al.,2010). A acetilacao da K266 e
K268 induz a activacao da ligacao dependente do ADN e do ligando, enquanto a acetilacao da
K302 e K303 inibe a activacao do ERa(Barone et al.,2010). A fosforilacdo do ERa S305 regula a
acetilacao do K302/303, sensibilizando o ERa para a estimulacdao do ligando(Barone et
al.,2010). O ERa K302 é também metilado pela SET7 metiltransferase (Figura 9); esta
metilacdo estabiliza o receptor e é necessaria para o recrutamento dos genes alvos e
subsequente transcricao (Barone et al.,2010). Acetilacdo da K303 diminui a transcricao, nao
apenas por antagonismo via acetilacdo mas também inibicdo da metilacdo da K302 e,
subsequente destabilizacao do receptor (Barone et al.,2010). Outras modificacdes, como a
ubiquitinacdo da K302 e sumoilacdo da K266 e K268, também afectam a estabilidade e
actividade do ERa (Barone et al.,2010).

0 estrogénio afecta a velocidade de turnover e modula a transcricao de genes alvo do
ERa (Kocanova et al., 2010). Foi mostrado que a degradacao do ER induzida pelo estrogénio é

necessaria para activar a transcricdo rapidamente (Kocanova et al., 2010). Os niveis
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intracelulares de ERa sdao sub-regulados na presenca de estrogénio, através da via
ubiquitina/proteossoma (Ub/26S)(Kocanova et al., 2010). A poliubiquitinacdo é catalisada por
pelo menos trés enzimas: a enzima E1 activada por ubiquitina, a ubiquitina activada é
conjugada pela E2 com residuos de lisina através de uma ligacao isopeptidica catalisada pela
E3 ubiquitina ligase (Kocanova et al., 2010). O ERa poliubiquitinado é direccionado para o

proteossoma para degradacao (Kocanova et al., 2010).
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Figura 9 Representacdo de dominios estruturais e locais de modificacdes pos-translaccionais (Adaptado
de Barone et al., 2010)

1.4.2 - Co-reguladores: co-activadores e co-supressores

Segundo os investigadores de Zarate and Seilicovich, 2010 a activacao do receptor
pelo estradiol requer uma alteracdo conformacional no dominio de ligacdo a hormona que
inclui a formacao de uma bolsa hidrofdbica e modificacdo da superficie para facilitar a
interaccdo com proteinas co-regulatorias que podem potenciar ou suprimir a actividade
transcripcional.

Na auséncia de ligandos activadores a transcricao pelos receptores de estrogénio é
reprimida pela presenca de proteinas co-supressoras, que existem em complexos de
multiproteinas contendo enzimas como as histonas deacetilases, responsaveis por suprimirem
a transcricdo (Zarate and Seilicovich, 2010). Os co-repressores sao libertados através de
alteracdes na conformacao e dinamica do dominio de ligacdo ao estrogénio, o que favorece o
recrutamento de co-activadores (Zarate and Seilicovich, 2010). Os co-supressores e co-
activadores ligam-se em locais sobrepostos na proteina do ER pelo que a sua ligacao é
mutualmente exclusiva (Santos et al., 2011).

Os co-activadores como o co-activador do receptor de esteroide-1 (SRC-1), SRC-2 e
SRC-3 aumentam a transcricdo mediada por ERa através da actividade da histona
acetiltransferase e recrutamento de outros co-activadores, incluindo a proteina de ligacao-
CREB (CBP) e p300/factor associado-CBP (Zarate and Seilicovich, 2010).
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Os co-repressores actuam por metilacao do ADN e por ligacdo a proteinas de ligacdo-
metil-CpG que recrutam complexos co-repressores e a histona deacetilase (Zarate and
Seilicovich, 2010). A capacidade dos ER para recrutar diferentes co-reguladores pode explicar

diferentes respostas em diferentes células (Zarate and Seilicovich, 2010).

1.5 - Papel funcional dos receptores de estrogénio. Relacdao com
algumas doencas e fisiologia celular

Os receptores estdo associados ao risco, prognostico e resposta terapéutica de
diversas patologias como a hiperplasia benigna da prostata (HBP) e cancro da prostata,
doenca de Alzheimer, diabetes, osteoporose, doencas cardiovascularese cancro da mama.

A evidéncia aponta para que haja uma acumulacao de estradiol no nicleo das células
do estroma na hiperplasia benigna da prostata, sugerindo que a elevacao da expressao de ERa
pode estar associada com a etiologia da HBP(Prins and Korach, 2008). No carcinoma da
prostata o gene ERa esta metilado, ocorrendo um silenciamento do gene, perda da
transcricdo de ERa e da formacado de proteina ERa (Prins and Korach, 2008). O grau de
metilacdo do ERa e o silenciamento do gene aumenta com a progressao da doenca de HBP
para cancro da proéstata (Prins and Korach, 2008).

Os niveis de estradiol nas mulheres com doenca de Alzheimer sao consideravelmente
mais baixos em comparacdo com pessoas saudaveis da mesma idade (Pike et al., 2009). Uma
vez que a apoptose neural é causada pela neurotoxidade da proteina B-amildide, a regulacao
da apoptose pelo estrogénio é o mecanismo chave para a proteccdo contra a proteina B-
amiloide (Pike et al., 2009). Por outro lado, o estrogénio tem sido implicado na regulacao dos
membros da familia Bcl-2 nos neurdnios, que contém membros responsaveis pela
sobrevivéncia das células e membros que promovem a apoptose (Pike et al., 2009).

Os estrogénios tém efeitos directos nas culturas de ilhotas de Langerhans, por
produzirem insulina e aumentarem a sobrevivéncia das células (Liu and Mauvais-Jarvis, 2009).
Estudos comprovam que o estradiol aumenta o contelido e secrecao de insulina nas células B,
e tem um papel no aumento da sobrevivéncia das ilhotas de Langerhans (Liu and Mauvais-
Jarvis, 2009). O estrogénio protege também contra o stress oxidativo e a apoptose pro-
inflamatdria induzida por citocinas (Liu and Mauvais-Jarvis, 2009).

Uma vez que as citocinas sdao potentes indutores da osteoclastogénese do 0sso in
vitro, varias citocinas expressas em tecidos extra-6sseo tém sido estudadas na sua relacao
com a osteoclastogénese (Imai et al., 2010). A deficiéncia de estrogénio activa as respostas
imunes adaptativas levando a estimulacdo da producao de IL-7 e IGF-1 pelas células T dsseas

que posteriormente induz a secrecao de interferao-y (Imai et al., 2010). O interferdo-y tem
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accdo osteoclastogénica em conjugacao com o NF-kB e o factor de necrose tumoral (TNF)
(Imai et al., 2010).

As duas isoformas “classicas” do ER, o ERa e o ERB, sdo encontradas em midcitos
cardiacos tanto em neonatos como em adultos (Bhupathy et al. 2010). Por outro lado, esta
também descrito a presenca de receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPR30) em
cardiomiocitos adultos (Deschamps et al., 2010). Num estudo realizado in vitro e in vivo, o
tratamento agudo com estradiol reduz a apoptose dos cardiomidcitos e protege os midcitos
através da activacao da via de sinalizacao da PI3K/Akt (Bhupathy et al. 2010). Noutro estudo
foi descoberta uma interaccao directa proteina-proteina entre o ERa activado apos ligacdo
com a hormona e a subunidade regulatéria p85 do PI3K nas células endoteliais através de
mecanismos ndo genomicos nos quais o estradiol activa a dxido nitrico sintetase endotelial
(eNOS) via activacao do PI3K/Akt (Deschamps et al., 2010).

1.5.1 - Cancro da mama

Para além do seu papel na fisiologia do tecido mamario, os estrogénios estao
associados com o desenvolvimento e progressao do cancro da mama (artigo de revisao Kok
and Linn, 2010). Aproximadamente 75% dos cancros da mama expressam receptores de
estrogénio, ou seja, sao ER-positivos (artigo de revisao Kok and Linn, 2010). Foi demonstrado
que existe uma relacdo entre a expressao de genes dependentes de estrogénio nos
carcinomas ER positivos e os niveis basais de estradiol no plasma, sugerindo que diferencas
nos niveis plasmaticos de estradiol entre doentes tém influéncia significativa no
comportamento dos carcinomas da mama (artigo de revisao Kok and Linn, 2010).

Os estudos de perfil epigenético revelaram que a estrutura da cromatina e as marcas
epigenéticas estao correlacionadas com o estado transcripcional (artigo de revisdo Welboren
et al., 2009). As marcas epigenéticas como acetilacdo, fosforilacdo, metilacdo e
ubiquitinacao sao adicionadas e removidas por complexos co-regulatérios de uma forma
ordenada e combinada. Por exemplo, a hipermetilacao na arginina 260 de ERa esta associada
a cancro da mama em 55% dos carcinomas, enquanto a arginina fracamente metilada esta
associada células epiteliais normais (Poulard et al. 2010). Uma mutacao somatica no gene
ERa, que origina uma substituicdo de uma lisina 303 por uma arginina, esta presente em 50%
dos casos e esta associada com mau prognostico (Poulard et al. 2010). Por outro lado, apesar
da fosforilacdo do S118 e S167 estar associada a parametros como a via de sinalizacao
dependente de estrogénio intacta e melhor resposta ao tratamento com tamoxifeno, esta
também associada com varias quinases como MAPK/ERK1/2, p90RSK e AKT, que por sua vez
estdao associadas a um pior progndstico em doentes com cancro da mama tratados com

tamoxifeno. Existe uma relacao entre a fosforilacao da S305 e a expressao nuclear de PAK1,
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que associado ao co-activador SCR-1 pode induzir um fendmeno de resisténcia ao tamoxifeno
(Poulard et al. 2010). Recentemente, a fosforilacdo da S305 tem mostrado resultados
promissores a nivel de diagndstico, uma vez que a deteccao de S305 podera estar associada a
caracteristicas de tumores mais agressivos (artigo de revisao de Murphy et al., 2011). Por
outro lado, a fosforilacdo da S305 também esta associada a cancro de tamanho mais pequeno
(artigo de revisao de Murphy et al., 2011).

1.5.1.1 - Terapéutica do cancro da mama: SERMs e SERDs

As accoes do estrogénio sdao antagonizadas pelos anti-estrogénios, que se ligam
competitivamente ao receptor de estrogénio (ER) e inibem a transcricio de genes
(Katzenellenbogen, 1991). As estruturas de alguns estrogénios e anti-estrogénios encontram-
se na figura 10. Desde ha muito tempo que se identificaram os anti-estrogénios como
particularmente importantes devido a sua eficacia em suprimir a proliferacdo e metastase de
células dependentes de estrogénio, como o tecido cancerigeno mamario (Katzenellenbogen,
1996).
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Figura 10 Estruturas do estradiol e dois anti-estrogénios que sao capazes de se ligar ao ER (Adaptado de
Kieser et al., 2010)

Os anti-estrogénios tamoxifeno e raloxifeno pertencem ao grupo dos moduladores
selectivos dos receptores de estrogénio (SERMs) e inibe a transactivacdo mediada por ERa
através da manutencdo da conformacao do ERa de modo a que o local que interage com o
cofactor SRC-1 seja coberto pela hélix 12 do dominio de ligacdo a hormona (Zwart et al,
2010). No entanto, o tamoxifeno também tem fraca actividade agonista. Este comportamento
agonista pode ser potenciado pela fosforilacao da serina 305 na regidao de dobradica pela PKA
(Zwart et al., 2010).

No entanto muitos tumores tém resisténcia adquirida ao tamoxifeno ou desenvolvem
resisténcia durante ou apos a terapéutica com tamoxifeno (Murphy et al., 2011). Os

mecanismos envolvidos no desenvolvimento da resisténcia incluem: multiplos receptores de
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estrogénio ou variantes genéticas destes, multiplas localizacbes subcelulares, varios co-
activadores e co-repressores, modificacdes pos-translacionais ou sinalizacdo por outras vias
(Murphy et al., 2011). Os GPR30 tém sido associados a resisténcia ao tamoxifeno uma vez que
se encontra sobre-regulado durante a progressao para cancro (Murphy et al., 2011). O
mecanismo esta associado a quinases activadas pelo GPR30 que sdo capazes de fosforilar e
alterar a actividade do ERa independente do ligando (Murphy et al., 2011).

Os sub-reguladores selectivos dos receptores de estrogénio (SERDs) sao uma nova
classe de compostos capazes de regular o nivel e a actividade do receptor de estrogénio
(Kieser et al., 2010). Estes compostos apresentam mecanismos de accao distintos dos ligandos
de receptores de estrogénio como o tamoxifeno ou o seu metabolito activo, 4-
hidroxitamoxifeno, que actuam tanto como agonistas ou antagonistas dependendo do tecido
alvo (Kieser et al., 2010). Apesar de certos SERMs serem clinicamente Uteis em terapéuticas
de substituicdo hormonal e prevencado e tratamento do cancro da mama ha necessidade de
novos ligando dos receptores de estrogénio que sejam capazes de superar a resisténcia
endocrina adquirida no cancro da mama (Kieser et al., 2010). O ICI 182,780 também
conhecido por fulvestrante, tem maior actividade antagonista que os SERMs e é capaz de
inibir o crescimento de células cancerigenas resistentes ao tamoxifeno (Kieser et al., 2010).
Os SERDs sao utilizados principalmente para o tratamento de cancro da mama metastico e a
sua actividade clinica pensa-se que deriva da capacidade para sub-regular a proteina ER assim
como bloquear a accdo do ER (Kieser et al., 2010). O fulvestrante tem fraca
biodisponibilidade oral e a pesquisa por novos farmacos originou a descoberta do composto
GW-5638 (Kieser et al., 2010). Este composto é agonista no 0sso mas actua como antagonista
na mama e pode inibir o crescimento de tumores resistentes ao tamoxifeno (Kieser et al.,
2010).
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Figura 11 Estrutura quimica de dois SERDs (Adaptado de Kieser et al., 2010)
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1.6 - Polimorfismos dos receptores de estrogénio alfa: Pvull e
Xbal

Foram identificados diversas alteracdes na sequéncia do gene de ERa e inUmeros
polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) associados a um aumento ou diminuicao de risco de
algumas doencas. Dentre estes, os SNPs melhores caracterizados do gene ERa foram os
polimorfismos Pvull e Xbal, ambos localizados no intrao 1 do gene ERa, a -397 e -351 pares de
bases acima do exao 2, numa regiao do gene aparentemente nao funcional (Figura 12)
(Jakimiuk et al., 2007).

Pvull Xbal
Exao 1 \{\ H Exao 2
= 350 bp:
S(bp

Figura 12 Localizacao dos polimorfismos Pvull e Xbal no receptor de estrogénio alfa (Adaptado de Han
et al., 1997)

Estes polimorfismos sao comummente designados pelos nomes das enzimas de
restricdo que os detectaram, Pvull e Xbal, ou pelos nimeros de referéncia ID rs2234693 e
rs9340799. O polimorfismo Pvull é determinado por uma substituicdo do nucleotido tiamina
por citosina (T->C) e o polimorfismo Xbal por uma substituicdo do nucleétido de adenina por
guanina (A->G) (Yoon et al., 2010).Deste modo o gendtipo TT e AA representam o genotipo
wild-type para o polimorfismo Pvull e Xbal, respectivamente, e CC e GG representam o
genotipo variante dos polimorfismos Pvull e Xbal, respectivamente. O génotipo TC e o
genotipo AG sao heterozigoticos para o polimorfismo Pvull e Xbal, respectivamente.

Estes polimorfismos estao relacionados com alteracao da expressao do gene ERa, por
alteracao da ligacdo de factores de transcricao e influéncia no splicing diferencial do mARN
do gene ERa(Jakimiuk et al., 2007). O splicing alternativo do gene ERa origina uma
transducdo em proteinas estaveis com diferentes capacidades para ligar ao estrogénio,
translocar para o nlcleo e interagir com ADN(Jakimiuk et al., 2007). Estudos efectuados
demonstram que estes polimorfismos estao relacionados com doencas como cancro da mama
e da prostata, osteoporose, doenca de Alzheimer e doencas cardiovasculares, como factores

de proteccao ou de risco (Jakimiuk et al., 2007).
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O mecanismo molecular da influéncia destes polimorfismos no ERa ainda nao é claro,
embora Herrington et al., 2002 tenha descoberto uma associacao entre o polimorfismo Pvull e
uma reducdo dos niveis de selectina-E em mulheres apds administracdo de terapéutica
hormonal de substituicdo, que pode estar relacionado com uma possivel elevacao dos niveis
de HDL. Neste estudo, revelam que a transicao T=>C, ou seja o alelo C, resulta num potencial
local de ligacdo para factores de transcricao myb, que na presenca de B-myb, é capaz de
aumentar in vitro a transcricao de genes (Herrington et al., 2002). Sugere-se que em alguns
casos, a presenca do alelo C pode amplificar a transcricao de ERa e portanto o alelo C pode
estar mais frequentemente associado a doencas relacionadas com estrogénio que envolvam a
activacao da proteina ERa.

Os polimorfismos Xbal e Pvull localizam-se numa regido intronica e aparentemente
nao funcional do gene, no entanto, por estarem apenas separados por 50 pares de bases,
estdao em desequilibrio de linkage (Gennari et al., 2004). Os alelos A e T bem como os alelos G
e C do polimorfismo Xbal e Pvull, respectivamente, estao fortemente associados entre si. No
entanto, apesar de o haplotipo AC nao ser observado na maioria dos estudos, o haplotipo TG é
detectado, embora com uma frequéncia baixa, o que indica que o desequilibrio ndo é
completo (Gennari et al., 2004). Por outro lado, os dois polimorfismos podem estar em
desequilibrio de linkage com outros polimorfismos noutra regido do gene ERa e também,
embora menos provavelmente, noutro gene adjacente (Gennari et al., 2004). Becherini et al.,
2000 constatou que os polimorfismos do intrdo 1 estdo em desequilibrio de linkage com
polimorfismos de repeticao de dinucledtidos de tiamina-adenina (TA) na regido do promotor

do gene ERa.

1.6.1 - Papel funcional dos polimorfismos dos receptores de estrogénio
alfa. Relacao com a fisiologia celular e doenca.

A associacdo dos polimorfismos dos receptores de estrogénio alfa, Pvull e Xbal, com
diversas patologias ja ha muito tem vindo a ser descrita. Varios estudos associaram um
aumento, diminuicdo ou nenhum efeito de risco acrescido com a presenca dos alelos
mutados. As patologias estudadas incluem doencas cardiovasculares, osteoporose, patologias
do sistema nervoso, adenomiose, endometriose e leiomioma, cancro da mama e cancro do
endométrio.

Lussana et al., 2006 demonstraram existir uma associacao entre a trombose venosa
profunda e o genotipo TT e AA em homens caucasianos. Shearman et al., 2005 associou a
variante CC com o aumento de risco de AVC em homens. Por outro lado, Koch et al., 2005 nao
encontraram associacao entre enfarte do miocardio e os polimorfismos Xbal e Pvull em

homens ou mulheres caucasianos. Schuit et al., 2004 observaram um aumento do risco de

19



Rastreio dos polimorfismos genéticos Xbal e Pvull dos receptores de estrogénios alfa na consulta de ginecologia oncoloégica do
Centro Hospitalar Cova da Beira

enfarte do miocardio/isquémia em mulheres pés-menopausa que continham a variante alélica
CC e GG do polimorfismo Pvull e Xbal, respectivamente. Alevizak et al., 2007 investigaram um
possivel efeito dos polimorfismos do gene ERa na severidade da doenca coronaria em
mulheres pds-menopausa e associaram as variantes G e C dos polimorfismos Xbal e Pvull, com
doenca coronaria mais severa. Lu et al., 2002 demonstraram que o genotipo GG do
polimorfismo Xbal é um factor independente para predizer o risco de desenvolver uma doenca
coronaria em doentes com hipercolesterolémia familiar.

Numerosos estudos tém tentado encontrar uma possivel associacdo entre os
polimorfismos do ERa, Pvull e Xbal, e o risco de desenvolver osteoporose (Gennari et al.,
2004). Albagha et al., 2001 demonstraram existir uma correlacdo em mulheres caucasianas
pos-menopausa entre a osteoporose e os polimorfismos Xbal e Pvull. Num estudo realizado
numa amostra de mulheres da Bulgaria (lvanova et al., 2007) revelou que os polimorfismos
Xbal e Pvull dos receptores de estrogénio estao associados com uma diminuicao da densidade
ossea. Noutro estudo realizado em mulheres mais velhas, os investigadores encontraram uma
associacao entre o haplotipo CG com reducdo da densidade dssea e aumento do risco de
fractura (van Meurs et al., 2003). Em contraste, loannidis et al., 2004 revelou existir um
papel protector do genotipo AA, em mulheres caucasianas, contra a diminuicao da densidade
oOssea e o risco de fractura, sem aparente efeito do polimorfismo Pvull. Do mesmo modo, uma
analise em mulheres caucasianas demonstrou uma associacao entre o genotipo AA e TT e uma
menor alteracdo da densidade dssea (Sowers et al, 2004). Segundo Liu et al., 2001, o genoétipo
CC e AA do gene ERa tem um papel protector para manter a densidade 6ssea em mulheres
asiaticas. Por outro lado, um estudo efectuado numa populacao Italiana (Gennari et al., 1998)
nao foi encontrada associacao, com resultados significativos, entre o genétipo Pvull e/ou Xbal
e a densidade o6ssea ou remodelacédo do osso.

O estrogénio influencia as emocbes e a aprendizagem humana e portanto os
receptores de estrogénio podem modular a ac¢do do estrogénio no cérebro. Segundo Weickert
et al., 2008, o gendtipo CC do polimorfismo Pvull do gene ERa esta associado com diagnostico
de esquizofrenia numa populacdo afro-americana em amostras de tecido cerebral
postmortem. Kim et al., 2010 demonstraram que os polimorfismos do gene ERa, Xbal e Pvull,
estao relacionados com a depressao em mulheres pés-menopausa. No entanto, Sand et al.,
2002 nao encontram nenhuma associacdo entre ataques de panico e os polimorfismos Xbal e

Pvull independente da existéncia de um diagndstico adicional de agorafobia.

1.6.1.1 - Adenomiose, endometriose e leiomioma

A endometriose € uma doenca de origem multifactorial, relacionada com interaccoes

complexas entre hormonas, processos inflamatorios, factores genéticos e ambientais
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(Kennedy, 1998). A endometriose desenvolve-se principalmente em mulheres em idade
reprodutiva e regride apos a menopausa ou ovariectomia, o que sugere uma dependéncia de
estrogénios para o seu crescimento(Kennedy, 1998). O leiomioma desenvolve-se também sob
uma componente estrogénio-dependente e sob factores genéticos e ambientais (Urabe et al.,
1990). A adenomiose partilha a patofisiologia do leiomioma e endometriose, uma vez que se
desenvolve em mulheres em idade reprodutiva e o seu crescimento é estrogénio-dependente
(Kitawaki et al., 2001).

Os genotipos de receptores de estrogénio determinam a funcdo do sistema de
hormonas esteroides nao sé ao nivel do receptor mas também a nivel da sintese hormonal
(Zofkova et al., 2002). Estudos sugerem uma relacao entre os polimorfismos do ERa, Xbal e
Pvull, e uma predisposicao para o desenvolvimento de endometriose e leiomioma (Hsieh et al.
2006). Kitawaki et al., 2001demonstrou que as alteracdes genéticas do Pvull estao bastante
correlacionadas com a susceptibilidade para a endometriose, com menor relacao com o Xbal.
Nesse estudo os autores observaram que a frequéncia do genotipo TT foi baixa em doentes
com endometriose, adenomiose e leiomioma, embora tenha sido elevada em pessoas sem

doenca, sugerindo que o alelo T é protector contra a endometriose, adenomiose e leiomioma.

1.6.1.2 - Cancro da mama

Os polimorfismos do receptor de estrogénio alfa, Xbal e Pvull, sdao possiveis factores
de risco implicados na iniciacao e desenvolvimento da via mutagénica do cancro da mama. No
entanto, os resultados obtidos nos Ultimos anos sdao conflituosos e dependem de factores
como a idade do doente no diagnostico, o estado da menopausa e a etnia dos doentes.

Ladd et al., 2008 estudou os polimorfismos em mulheres caucasianas pos-menopausa,
demonstrando existir um aumento, embora nao significativo, do risco de cancro da mama
para o alelo G do polimorfismo Xbal e o alelo C do polimorfismo Pvull. Do mesmo modo,
Wedrén et al., 2004, observou que em mulheres suicas a variacao alélica de ambos os
polimorfismos, Xbal e Pvull, do ERa podem estar associados com aumento do risco de cancro
da mama ductal na pés-menopausa, sendo esta associacdo mais pronunciada em mulheres
com indice de massa corporal mais elevado.

Modugno et al., 2005 relacionou, em mulheres caucasianas e pos-menopausa, 0S
polimorfismos da proteina ERa, individualmente ou em combinacdo com factores reprodutivos
ou de estilo de vida, com uma alteracao do risco do cancro da mama. Neste estudo, o alelo A
do polimorfismo Xbal esta associado com uma diminuicao do risco de cancro da mama, sendo
esta proteccao superior em nao fumadoras. Por outro lado, o polimorfismo do Pvull nao
estaria associado ao aumento do risco do cancro da mama, mas o alelo T estaria relacionado

com uma reducdo do risco de cancro da mama em mulheres nuliparas e provavelmente
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aumento do risco de cancro da mama em mulheres a fazer terapéutica hormonal de
substituicao. Shin et al, 2003 e Kang et al., 2003 demonstraram que a distribuicao do
polimorfismo Pvull ndao revelou diferencas entre casos e controlos, mas que o alelo A do
polimorfismo do Xbal demonstrou uma diminuicao do risco para o desenvolvimento de cancro
da mama, comparativamente com o genétipo GG, sendo esta diminuicdo atribuivel a
mulheres pés-menopausa.

Em contraste, em mulheres chinesas, o gendtipo TC e CC do polimorfismo Pvull foram
associados a um risco aumentado de cancro da mama, sendo o polimorfismo Xbal associado a
um risco aumentado nao significativamente estatistico (Cai et al., 2003). Do mesmo modo, o
polimorfismo Pvull foi associado a um aumento do risco de desenvolver cancro da mama, no
entanto, nao foi encontrada nenhuma diferenca entre casos e controlos em relacao ao Xbal,
em mulheres egipcias. Por outro lado foi encontrada uma forte associacdo entre o alelo C do
Pvull e doentes com metateses nos nodulos linfaticos (Saad et al., 2008). Shen et al., 2006
demonstrou existir uma relacao, embora nao estatisticamente significativa, associada ao
genotipo TC e CC do polimorfismo Pvull e AG e GG do polimorfismo Xbal, quando comparado
com o gendtipo wild type TT e AA, respectivamente. Esta associacdo entre risco de
desenvolver cancro da mama e TC, CC, AG ou GG foi superior em mulheres com historia
familiar de cancro da mama.

Em contraste, outros estudos efectuados em mulheres caucasianas e asiaticas referem
nao existir associacao entre os polimorfismos Xbal e Pvull e o risco de cancro da mama
(Einarsdottir et al., 2007;Iwasaki et al., 2009).

1.6.1.3 - Cancro endomeétrio

A exposicdo enddgena e exogena a estrogénios € um grande factor no
desenvolvimento e progressdao de cancro do endométrio. O receptor de estrogénio alfa é o
principal mediador de estrogénio no endométrio. Portanto, o gene que codifica o ERa pode
ter um papel na susceptibilidade e prognéstico do cancro do endométrio.

Os potenciais factores de risco para o aumento da susceptibilidade para cancro do
endométrio incluem o indice de massa corporal (mulheres obesas), pressao arterial elevada,
diabetes e nuliparidade. Cada um destes factores pode contribuir para a elevacao do risco em
5 a 10 vezes em relacao a mulheres sem estas caracteristicas (lIwamoto et al., 2003).

Iwamoto et al., 2003, e Weiderpass et al., 2000 demonstraram que em mulheres
japonesas e suicas os genotipos AA e TT estavam associados a uma diminuicdo significativa do
risco de cancro do endométrio, principalmente quando incluiram outras co-variaveis no
modelo como a diabetes mellitus, os niveis de triglicerideos e HDL no sangue, nuliparidade e

estado da menopausa. Estes resultados sugerem que o receptor de estrogénio pode ter um
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papel na diminuicao da susceptibilidade para o cancro do endométrio através de interaccoes
com outros factores de predisposicdo como o diabetes mellitus, os niveis de triglicerideos e
HDL, nuliparidade e estado da menopausa.

Em mulheres australianas (Ashton et al., 2009), ambas as variacobes C e G
respectivamente dos polimorfismos Pvull e Xbal do gene ERa foram associadas com um
aumento do risco de cancro do endométrio sem ou com associacdo com os factores de risco
anteriores. Wedrén et al., 2008 demonstrou que numa amostra de mulheres suicas os
homozigéticos para o alelo variante G do polimorfismo Xbal tinham quase metade do risco de
desenvolver cancro do endométrio quando comparadas com mulheres homozigéticas para o
alelo A do polimorfismo Xbal, no entanto esta analise foi baseada numa amostra reduzida e
portanto pouco significativa.

Em contraste, Einarsdottir et al., 2009 nao encontrou associacdo entre as variantes
poliméorficas Pvull e Xbal do gene ERa e o aumento de susceptibilidade para o

desenvolvimento de cancro do endométrio.

1.6.1.4 - Duracao da exposicdo a estrogénio e fertilidade

A menarca é regulada por uma variedade de factores ambientais e genéticos. Por
outro lado, a idade da menarca pode influenciar a duracao total da exposicao dos tecidos ao
estrogénio. Um estudo efectuado em adolescentes gregas revelou que nas adolescentes com
gendtipo AA a idade da menarca é meio ano mais tardia em comparagcdao com adolescentes
com o gendtipo AG ou GG(Stravou et al, 2002). Foi demonstrada uma tendéncia idéntica para
o genoétipo TT quando comparado com o genoétipo TC ou CC do polimorfismo Pvull, embora a
diferenca nédo tenha sido significativa(Stravou et al, 2002). Quando associado o haplétipo TA a
diferenca foi ainda superior, sendo que em média homozigéticos TA tem um atraso na
menarca de 8 meses(Stravou et al, 2002). Do mesmo modo, Xu et al., 2005 demonstraram
uma associacao entre os polimorfismos do receptor de estrogénio alfa, o gene Apal do
receptor da vitamina D (VDR) e a idade da menarca, e observaram que mulheres chinesas com
o polimorfismo do gene Apal do VDR e o haplétipo TA do gene ERa, tiveram em média 6 meses
mais tarde a idade da menarca (Xu et al., 2005). No entanto, nem o gene ERa nem o gene
VDR tiveram uma associacao significativa com a idade da menarca individualmente (Xu et al.,
2005). No entanto, Gorai et al., 2003 concluiu nao existirem diferencas na idade da menarca
em mulheres japonesas com os polimorfismos Pvull ou Xbal ou combinacdes destes genotipos
(Xu et al., 2005).

Os polimorfismos do gene ERa também se encontram relacionados com a fertilidade
em homens e mulheres como demonstrou Corbo et al., 2007, que observou um aumento da

eficiéncia reprodutiva associada com o genétipo GG e CC dos polimorfismos Xbal e Pvull,
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respectivamente. Neste estudo os autores encontraram uma associacao entre os genotipos GG
e haplotipo CCGG e um maior nimero de filhos em homens italianos saudaveis (Corbo et al.,
2007). No mesmo estudo relacionaram o genoétipo CC e haplotipo CCGG e menor nimero de
abortos em mulheres italianas, enquanto em mulheres africanas foram associados com maior
numero de filhos (Corbo et al., 2007).

Um inicio precoce da menopausa esta associado com risco aumentado de doencas
cardiovasculares, osteoporose e cancro do ovario, embora por outro lado, um atraso no inicio
da menopausa esteja associado com risco aumentado de cancro do endométrio e cancro da
mama (Gorai et al, 2003). Weel et al., 1999, demonstraram que mulheres com o gendtipo AA
tém 1,1 anos precocemente a menopausa comparadas com mulheres com o genétipo CC,
tendo-se observado um efeito alelo dependente, ou seja, por cada alelo A a idade da
menopausa é 0,5 anos precoce. O risco de menopausa induzida por cirurgia foi superior para
mulheres homozigoticas para o genotipo AA, quando comparadas com o grupo CC, com efeito
predominante em mulheres que realizaram uma histerectomia devido a fibrose ou menorragia
(Weel et al., 1999). Em contraste, Kok et al., 2005 nao encontraram nenhuma relacao entre
as variantes Xbal e Pvull do gene ERa e a idade natural da menopausa.

Schuit et al., 2005 observou que a variacdo dos niveis de estradiol em mulheres pos-
menopausa é dependente dos polimorfismos do gene ERa, relacionando o nivel mais reduzido
de estradiol com os alelos T e A dos polimorfismos Pvull e Xbal, respectivamente. Esta
associacdo nao é influenciada ou explicada por factores como a idade, anos desde a
menopausa, indice de massa corporal, habitos tabagicos e niveis de testosterona, percursor
do estradiol (Schuit et al., 2005).
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2. Objectivos

2.1 - Objectivos gerais

v' Analisar a prevaléncia dos polimorfismos Pvull e Xbal na consulta de ginecologia

oncoldgica do Centro Hospitalar da Cova da Beira.

v' Estudar a associacao entre os polimorfismos e os diversos tipos de patologias

ginecoldgicas.
v Relacionar a presenca de polimorfismo com risco aumentado de doenca ginecoldgica.

v" Analisar o efeito dos polimorfismos em grupos de doentes com patologias ginecologicas

especificas.

25



Rastreio dos polimorfismos genéticos Xbal e Pvull dos receptores de estrogénios alfa na consulta de ginecologia oncoloégica do
Centro Hospitalar Cova da Beira

3. Materiais e Métodos

3.1 - Populacao-alvo

Foram recolhidas aleatoriamente amostras de sangue em papel de filtro de mulheres
que se dirigiram ao Centro Hospitalar Cova da Beira para a consulta de ginecologia oncoldgica
entre o dia 15 de Marco e 12 de Abril de 2011. Neste estudo o grupo de doentes continha 21
mulheres, com idades compreendidas entre os 28 e os 74 anos, com uma média de 48.86
anos, na altura da recolha da amostra. O grupo de controlo continha 121 mulheres com uma
média de idades de 56.28 anos, sem historia pessoal ou familiar de cancro, cujas amostras
foram recolhidas pela Dra. Ana Cristina Ramalhinho e gentilmente cedidas para o proposito
deste trabalho. No grupo de doentes foram recolhidas informacdes dos seus processos clinicos
como, historia de contracepcdo, menstruacdo e reproducdo, doencas concomitantes,
antecedentes familiares, habitos tabagicos e alcoolicos entre outras. No grupo de controlos
foi recolhida informacao como a idade, etnicidade e histéria menstrual e reprodutiva. Todas
as mulheres assinaram um termo de responsabilidade antes de serem aceites no estudo. Este

estudo foi aprovado pela Comissao de Etica do Centro Hospitalar Cova da Beira E.P.E.

3.2 - Extraccao de ADN e Genotipagem

3.2.1 - Extraccao de ADN com recurso ao Chelex 100 da Bio-Rad.

A resina de Chelex 100 é um copolimero de estireno de divinilbenzeno que contém
ides iminodiacetato, que actua como quelante por ligacdo a ides metalicos. Apesar de ser
classificada como uma resina de troca cationica fraca, difere dos outros membros da sua
classe pela sua elevada selectividade e afinidade para ides metalicos. O Chelex 100 actua por
ligacao aos contaminantes metalicos nas solucées de ADN sem alterar a concentracao de ides
nao metalicos (Walsh et al., 1991).

Neste trabalho o ADN do sangue foi extraido usando o método de Chelex a 10%. Uma
pequena porcao de papel foi adicionada a 100 pL de Chelex a 10%. Foi incubado a 100°C

durante 20 minutos e posteriormente centrifugado a 13000 rpm durante 3 minutos. A
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amplificacao era imediata utilizando para tal o sobrenadante. A amostra foi amplificada por
PCR-RFLP.

3.2.2 - Amplificacdo do ADN presente na amostra por PCR-RFLP
(polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo).

A técnica de PCR (polymerase chain reaction - reaccdo em cadeia pela polimerase)
baseia-se no processo de replicacdo de ADN que ocorre in vivo. Durante o PCR sao usadas
elevadas temperaturas de forma a separar as moléculas de ADN em duas cadeias simples,
permitindo entdo a ligacdo dos primers, que sado oligonucleodtidos iniciadores. A DNA
polimerase utiliza uma das cadeias como molde para sintetizar ADN complementar, num
processo que envolve varios ciclos, amplificando assim o ADN numa concentracdo de 2"
(Reischl, 1996).

A mistura contendo pequenas quantidades de ADN alvo, tampao, polimerase, primers,
desoxinucleodtidos constituintes do ADN e o cofactor Mg?* é submetida a varios ciclos de
amplificacdo que consistem num primeiro passo na desnaturacao do ADN pelo calor, de modo
a separar as duas cadeias(geralmente 1 minuto a 94-96°C)(Figura 13). De seguida ocorre a
hibridizacao dos primers por ligacoes de hidrogénio ao ADN em cadeia simples. Para permitir
essa associacdo, a temperatura da reaccao é diminuida (geralmente a temperaturas entre 50
e 65°C, durante 1 minuto). Por Gltimo, ocorre a extensao dos primers através da sintese da
cadeia complementar de cada cadeia molde, catalisada pela DNA polimerase (geralmente a
72°C durante 1 minuto). Este processo repete-se em varios passos produzindo ADN suficiente
para que seja visualizado apos electroforese em gel de agarose e o tamanho estimado por
comparacao de padrdes lineares de ADN (Reischl, 1996).

Uma vez que durante o PCR a temperatura varia bastante, a DNApolimerase utilizadas
deve ser termoestavel, tendo tal sido conseguido com o isolamento da DNA polimerase da
estirpe termofilica Thermus aquaticus (Tag DNA polimerase) que actua a temperaturas

elevadas levando assim a um aumento da especificidade da reaccao (Reischl, 1996).
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Figura 13 Representacao esquematica de uma reaccao em cadeia pela polimerase (PCR) (adaptado de
Reischl, 1996)

O PCR-RFLP permite identificar os genotipos polimérficos através da analise das
sequéncias de nucledtidos de dimensbes diferentes resultantes da accdo de enzimas de
restricdo. Se um local for reconhecido pela enzima de restricao sao criados dois fragmentos
mais pequenos que aparecem na electroforese final e se o local nao for reconhecido aparece
apenas um fragmento maior (Reischl, 1996).

Os genotipos do gene ERa foram identificados por PCR-RFLP. Os primers utilizados
foram: 3"-TCTTTCTCTGCCACCCTGGCGTCGATTATCTGA-5" (reverse) e 5-
CTGCCACCCTATCTGTATCTTTTCCTATTCTCC-3" (forward). Estes primers originaram um
fragmento de 1,3 kb. Cada 50pL de mistura PCR continha 1pL de ADN, 5uL de tampao para
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PCR, 3uL de MgCl,, 1uL de deoxinucleasido trifosfato, 1L de cada primer e 0,2uL de TagDNA
polimerase. A reaccao foi inicialmente desnaturada a 94°C durante 3 minutos, seguindo-se de
36 ciclos a 94°C durante 45 segundos, 61°C durante 45 segundos e 72°C durante 2 minutos. O
PCR foi finalizado com um ciclo a 72°C durante 7 minutos. O produto resultante da

amplificacao foi digerido por enzimas de restricao especificas para cada polimorfismo.

3.2.3 - Digestao da amostra e genotipagem

A digestao foi realizada no produto de PCR com recurso a enzimas de restricao Pvull e
Xbal para cada polimorfismo a 37°C, overnight. Os fragmentos de ADN foram separados com
recurso a electroforese em gel de agarose a 1,5% e detectados por ultravioleta (UV). Os
resultados foram analisados conforme presenca ou auséncia de locais de restricao sendo que
TT e AA significam auséncia de local de restricdo, originando um fragmento de 1,3 kb. O
genodtipo CC significa a presenca de enzima de restricao Pvull em ambos os alelos e foi
digerido em dois fragmentos (0,85 kb e 0,45 kb). O genotipo GG foi revelado por digestao com

a enzima Xbal originando dois fragmentos (0,9 kb e 0,4 kb).

3.3 - Analise estatistica

A anadlise estatistica foi realizada com recurso ao programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) 17.0. Foi usado o teste de Qui-quadrado com calculo dos coeficientes
de Pearson para estimar a correlacao entre os polimorfismos Xbal e Pvull e risco de doenca.

Os Odds Ratio foram estimados com um intervalo de confianca de 95%.
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4. Resultados/Discussao

Apds extraccdo do ADN, amplificacdo por PCR-RFLP e digestdo da amostra a
visualizacao dos resultados foi feita através da electroforese em gel de agarose e detectados

por UV. Na Figura 14 encontra-se uma imagem obtida por electroforese em gel de agarose.

a) Xbal Pvull
A A

2 3 4 5 6

< o

b) Xbal

= 1.3 kb = 1.3 kb

=== 0.90 kb == 0.90 kb
= 0.40kb = 0.40 kb

AA AG GG
Homozigotico Heterozigético Homozigético
(Wild-type)

c) Pwvull
—_— 0.45 kb = 0.45kb

TT TC cC
Homozigotico Heterozigdtico Homozigético
(Wild-type)

Figura 14 Resultados obtidos apos electroforese. a) Exemplo de resultados obtidos durante o trabalho
experimental; b) Representacao esquematica dos resultados para o polimorfismo Xbal; c) Representacéo
esquematica dos resultados para o polimorfismo Pvull. M- marcador de peso molecular.
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Para analise dos resultados organizamos os mesmos nos seguintes grupos: “Grupo de

Mulheres com Patologia” (GMP) e “Grupo Controlo” (GC). No entanto, com o objectivo de

estudar as correlagdes dos polimorfismos com doencas especificas subdividimos o grupo GSP

em quatro pequenos grupos: “Crescimento anormal de células”; “Cancro”; “Infeccao por

HPV”; “Processos inflamatorios”. Na Tabela 1 esta divisao encontra-se esquematizada.

Tabela 1 Organizacao dos grupos para fins estatisticos.

Grupo Controlo (GC)

121 mulheres saudaveis

Grupo de Mulheres
com Patologia
(GMP)

1)

2)

3)

4)

Crescimento anormal de células (inclui 2 mulheres
com adenomiose e 2 mulheres com leiomioma - 4

mulheres)

Cancro (inclui 6 mulheres com cancro da mama e 2

mulheres com cancro do endométrio - 8 mulheres)
Infeccdo por HPV (6 mulheres)

Processos inflamatorios (inclui 1 mulheres com
prurido vulvar, 1 mulheres com inflamacéo do colo
do utero e 1 mulheres com erosdo do mamilo - 3

mulheres)

)

21 mulheres
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4.1 - Andlise de parametros do grupo de controlo (GC) e o grupo
de mulheres com patologia (GMP)

Na tabela 2 estado representadas as distribuicées por frequéncia dos parametros que
caracterizam a populacao estudada. Os dados sdo apresentados para avaliar a consisténcia da
distribuicdo destes factores entre os dois grupos. Em relacdo a populacao estudada nao
existem diferencas significativamente estatisticas nas caracteristicas estudadas entre o grupo
GSP e o grupo GC (p>0.05).

Tabela 2 Distribuicdo por frequéncia dos parametros que caracterizam a populagao estudada.

GC, n (%) GMP, n (%) OR (95% IC)° P value
Total 121 (100) 21 (100)
Idade da menarca
< 15 anos 98 (81) 19 (90.5) 1.0 -
> 15 anos 23 (19) 2 (9.5) 2.230 (0.485-10.257) 0.236
Idade na primeira
gravidez de termo
< 30 anos 68 (70.8) 18 (90) 1.0 .
> 30 anos 28 (29.2) 2 (10) 3.706 (0.806-17.041) 0.06
NUmero de
gravidezes de
termo
Nuliparas 25 (20.7) 1(25.7) 1.0 _
1 19 (15.7) 4 (19) 0.190 (0.020-1.841) 0.138
2+ 77 (63.6) 16 (76.2) 0.193 (0.024-1.526) 0.071
Estado da
menopausa
Pré-menopausa 46 (38) 10 (47.6) 1.0 _
Po6s-menopausa 75 (62) 11 (52.4) 0.675 (0.266-1,713) 0.276

%0Rs odds ratio; IC intervalo de confianca

Podemos observar na Tabela 2 que nao existem diferencas significativas entre a idade

da menarca do grupo GMP e do grupo GC. Segundo Mitrunem and Hirvonen et al., 2003 a
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idade da menarca influencia a duracdo da exposicdo total dos tecidos a estrogénio. Os
estudos efectuados em mulheres portuguesas adolescentes e jovens adultas revelam que a
idade da menarca é de 12.53+1.27 anos (Padez and Rocha, 2003) e 12.32 anos (Padez, 2003),
0 que esta de acordo com os estudos desenvolvidos por Danubio e Sanna (Danubio and Sanna,
2008) que referem que nas Ultimas décadas tem-se vindo a observar uma antecipacao dos
sinais de puberdade, nomeadamente a idade da menarca. Um estudo realizado numa amostra
de mulheres portuguesas com idade superior a 44 anos revelou que a média da idade da
menarca neste grupo de mulheres mais velhas é de 14.34+1.98 anos (Gama, 2008). A escolha
dos intervalos da idade da menarca no nosso estudo deve-se ao facto de a populacao
estudada, seja no grupo GMP ou no grupo GC, ter uma média de idades de 48.86 anos e 56.28
anos, respectivamente, cuja idade da menarca sera também mais elevada.

A idade da primeira gravidez e o nimero de gravidezes tém sido associados a aumento
do risco de patologias como o cancro da mama, sendo que as mulheres que tém filhos
tardiamente e as mulheres nuliparas tém risco aumentado de cancro da mama (Reeves et al.,
2009; Phipps et al., 2010). No entanto, nao houve diferencas estatisticamente significativas
entre as mulheres do grupo GMP e as mulheres do grupo GC em relacao a idade na primeira
gravidez de termo e o nimero de filhos, apesar de existirem 6 mulheres com cancro da mama
no grupo de mulheres GMP.

Posto isto, podemos afirmar que a amostra do grupo GSP e do grupo GC sao

homogéneas em relacdo as caracteristicas apresentadas.
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4.2 - Analise de diferencas entre o grupo de controlo (GC) e o
grupo de mulheres com patologia (GMP)

4.2.1 - Andlise da distribuicdo dos polimorfismos Xbal e Pvull no grupo de
mulheres com patologia (GMP) e no grupo controlo (GC)

Apds a analise dos resultados da Tabela 3 € possivel observar que existe diferenca
estatisticamente significativa (p=0.009) entre o grupo de GMP e grupo GC para as portadoras
do gendtipo CC do polimorfismo Pvull, sugerindo uma maior susceptibilidade para doencas
ginecoldgicas neste grupo de mulheres. As mulheres portadoras do genoétipo CC tém risco 18

vezes mais elevado de desenvolver doenca em relacdo as mulheres com o genétipo TT (wild-

type).

Tabela 3 Distribuicao dos polimorfismos Xbal e Pvull no grupo de mulheres com patologia (GMP) e no

grupo controlo (GC).

GC, n (%) GMP, n (%) OR (95% IC)? P value
Xbal AA 7 (5.8) 1(25) 1.0 .
AG 59 (48.8) 3 (75) 2.810 (0.256-30.814) 0.392
GG 55 (45.5) 0 (0) 0.875 (0.673-1.137) 0.127
Pvull  TT 10 (8.3) 4 (19) 1.0 -
TC 66 (54.5) 16 (76.2) 1.650 (0.458-5.945) 0.481

cc 45 (37.2) 1(4,8) 18.000 (1.812-178.808) @

20Rs odds ratio; IC intervalo de confianca

Observando os resultados da Tabela 3 podemos concluir que existe uma correlacao
entre o grupo GMP, ou seja, doentes com varias patologias ginecolodgicas, e a existéncia de
polimorfismo Pvull. Varios autores relataram o papel deste polimorfismo em patologias
ginecologicas especificas como a adenomiose (Kitawaki et al., 2001), leiomioma (Kitawaki et
al., 2001), cancro da mama (Cai et al., 2003) e cancro do endométrio (Ashton et al., 2009),
que o grupo GMP engloba, mas do nosso conhecimento nenhum autor referiu a importancia do
polimorfismo Pvull no desenvolvimento de doenca ginecologica no geral.

Tal como descrito anteriormente, Herrington et al., 2002, demonstrou que o alelo T
para o polimorfismo Pvull resulta na eliminacao do local de ligacao funcional para o factor de
transcricdo B-myb. A presenca deste alelo pode resultar na menor transcricao da proteina

ERa. Por outro lado, o estrogénio ao ligar-se aos receptores regula a expressao de multiplos
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genes. Num estudo realizado por Shuit et al., 2005foi proposto que um desses genes seria a
17B8-hidroxiesterdide dehidrogenase, enzima responsavel pela producdo de estrogénio. Estes
autores reportaram que o alelo T e A do polimorfismo Pvull e Xbal, respectivamente, estao
associados com menores niveis plasmaticos de estrogénio em mulheres pos-menopausa. A
diminuicao da expressao de ERacausada pelos alelos T e A origina uma menor expressao da
enzima da biossintese de estrogénio, o que gera reducao da producao de estrogénio. Podemos
por analogia sugerir que a presenca dos alelos C e G do polimorfismo Pvull e Xbal esta
associada a concentragdes plasmaticas de estrogénio mais elevadas.

Existindo uma provavel ligacdo entre os niveis de estrogénio, a expressao da proteina
ERa e os polimorfismos Pvull (Herrington et al., 2002, Shuit et al., 2005) podemos propor que
os niveis superiores de estrogénio e a maior expressiao de ERa em mulheres que contém o
genotipo CC do polimorfismo Pvull do gene ERaparecem aumentar a susceptibilidade para

desenvolver doencas ginecoldgicas neste grupo de mulheres.

4.2.2 - Andlise da frequéncia alélica dos polimorfismos Xbal e Pvull no
grupo de mulheres com patologia (GMP) e no grupo controlo (GC)

Ao analisar os resultados obtidos para as frequéncias alélicas dos polimorfismos Xbal e
Pvull (Tabela 4) verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre o grupo de
controlo e o grupo de mulheres com patologia que demonstra que o alelo G (p=0.000) e o
alelo C (p=0.010) do polimorfismo Xbal e Pvull, respectivamente, conferem risco acrescido de
desenvolver doenca do foro ginecoldgico. O alelo G e C aumentam a susceptibilidade de

desenvolver doenca 3.8 vezes e 2.4 vezes, respectivamente, em relacao aos alelos wild-type.

Tabela 4 Frequéncia alélica dos polimorfismos Xbal e Pvull no grupo de mulheres com patologia (GMP) e

no grupo controlo (GC).

GC, n (%) GMP, n (%) OR (95% IC)? P value

Xbal A 73 (30.2) 26 (61.9) 1.0 —
G 169 (69.8) 16 (38.1) 3.762 (1.905-7.430)

Pvull T 86 (35.5) 24 (57.1) 1.0 _
C 156 (64.5) 18 (42.9) 2.419 (1.243-4.705)

%0Rs odds ratio; IC intervalo de confianca

A presenca do alelo mutado em qualquer um dos dois polimorfismos parece
acrescentar risco de desenvolver patologia ginecologica, sendo que a presenca do alelo G do

polimorfismo Xbal parece ter um risco superior de desenvolver doenca ginecologica em
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relacao ao alelo C do polimorfismo Pvull (3.7 vezes de risco acrescido para as portadoras do
alelo G e 2.4 vezes de risco acrescido para as portadoras do alelo C).

No entanto, apesar de esta analise nos indicar a importancia dos alelos mutados dos
polimorfismos Xbal e Pvull na susceptibilidade de desenvolver doenca ginecologica, é
necessario realcar que ao abranger num so grupo patologias tdo diferentes, e com uma
amostra tao pequena de cada patologia, o efeito de um alelo pode ser ocultado pela presenca
de uma patologia que esteja em nlimero superior neste grupo, e portanto esta analise nao

pode ser extrapolada para outra amostra.

4.2.3 - Analise dos haplotipos dos polimorfismos Xbal e Pvull no grupo de
mulheres com patologia com patologia (GMP) e no grupo de controlo (GC)

A andlise de combinacdes entre os dois polimorfismos revelam existir diferenca
estatisticamente significativa para os genotipos GG/TC (p=0.007), GG/CC (p=0.002) e AG/CC
(p=0.007) (Tabela 5). Os resultados obtidos revelam existir uma forte associacao entre a
presenca do gendtipo GG/TC (OR=28.000 (2.291-342.150)) e GG/CC (OR=41.333 (3.423-
499.146)) e o aumento da susceptibilidade para doencas do foro feminino, em contraste, o
genotipo AG/CC (OR=0.429 (0.182-1.008)) parece ter um papel protector no desenvolvimento

destas doencas.

Tabela 5 Analise dos haplotipos dos polimorfismos Xbal e Pvullno grupo de mulheres com patologia
(GMP) e no grupo controlo (GC).

GC, n (%) GMP, n (%) OR (95% IC)? P value
AAITT 3(2.5) 4(19) 1.0 _
AA/TC 3(2.5) 3 (14.3) 1.000 (0.104-9.614) 1.000
AA/CC 1(0.8) 0 (0) 0.429 (0,182-1.008) 1.000
AG/TT  4(3.3) 0 (0) 0.429 (0.182-1.008) 0.194
AG/TC 42 (34.7) 12 (57.1) 4.667 (0.916-23.785) 0.070
AG/CC 13 (10.7) 0 (0) 0.429 (0.182-1.008)
GG/TT  3(2.5) 0 (0) 0.429 (0.182-1.008) 0.200
GG/TC 21 (17.4) 1(4.8) 28.000 (2.291-342.150)
GG/CC  31(25.6) 1(4.8) 41.333 (3.423-499.146)

20Rs odds ratio; IC intervalo de confianca

Em Portugal nenhum estudo de que tenhamos conhecimento foi realizado com o

intuito de analisar os haplotipos mais prevalentes na populacao, no entanto na nossa amostra
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verificAmos que o haplotipo mais prevalente é o heterozigotico para ambos os polimorfismos,
o haplotipo AG/TC, seguido do haplotipo GG/CC e o haplotipo GG/TC.

Analisando a Tabela 5 é possivel observar que embora o haplotipo GG/TC e o
haplotipo GG/CC aumentem o risco de desenvolver doenca do foro feminino, o genotipo
AG/CC parece ter efeito protector. O valor observado para o gendtipo AG/CC tem uma
significancia de origem dudbia uma vez que neste estudo nenhuma mulher do grupo GMP
continha este haplotipo e esse valor seja apenas devido a extrapolacdo estatistica. No
entanto, esta tabela permitiu-nos sugerir que a presenca concomitante do genétipo GG com o
gendtipo TC ou CC acrescenta ainda mais risco de desenvolver uma doenca do foro
ginecologico do que a presenca de apenas um polimorfismo mutado. Deste modo, na nossa
amostra a frequéncia alélica do alelo C do polimorfismo Pvull aumenta a susceptibilidade de
desenvolver uma doenca ginecologica 2.4 vezes em relacao as portadoras do alelo T (Tabela
4) e a presenca do alelo mutado G do polimorfismo Xbal aumenta 3.8 vezes o risco de
desenvolver doenca do foro feminino em relacao a mulheres portadoras do alelo A (Tabela 4).
No entanto, a combinacao GG/TC aumenta o risco de desenvolver patologia ginecoldgica 28
vezes e a combinacdo GG/CC aumenta o risco de desenvolver doenca 41 vezes em relacao a
combinacao AA/TT. Assim, a combinacdo do genédtipo GG do polimorfismo Xbal com pelo
menos um alelo mutado do polimorfismo Pvull parece acrescentar risco em relacdo a analise
da frequéncia alélica, relevando um papel aditivo destes polimorfismos no desenvolvimento

de uma patologia do foro ginecologico.
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4.3 Analise de diferencas entre o grupo de controlo (GC) e o
grupo composto por doentes com uma infeccao causada pelo
Papilomavirus Humano (HPV) (Infeccédo por HPV)

4.3.1 - Andlise da distribuicdo por frequéncia dos portadores e nao
portadores dos alelos mutados em doentes com infeccao por HPV e grupo
de controlo (GC)

Apos analise da Tabela 6 constatou-se que existe diferenca estatisticamente
significativa (p=0.003) para afirmar que as portadoras do alelo G do polimorfismo Xbal
demonstram ter maior susceptibilidade de contrair uma infeccao por HPV, sendo que estas

portadoras tém 16 vezes o risco aumentado de desenvolver a doenca.

Tabela 6 Distribuicao por frequéncia dos portadores e nao portadores dos alelos mutados em doentes

com infeccao por HPV e grupo de controlo (GC).

GG, n (%) Infeccao HPV, n (%)  OR (95% IC)? P value
Xbal  AA 7 (5.8) 3 (50) 1.0 —
AG/GG 114 (94.2) 3 (50) 16.286 (2.766-95.896)
Pvull  TT 10 (8.3) 1(16.7) 1.0 o
TC/CC 111 (91.7) 5 (83.3) 2.220 (0.236-20.904) 0.426

20Rs odds ratio; IC intervalo de confianca

A analise dos resultados obtidos para o grupo “Infeccdo por HPV” permite-nos
extrapolar uma correlacao entre as portadoras do alelo G do polimorfismo Xbal e o risco de
desenvolver infeccao por HPV. Do nosso conhecimento nenhum estudo foi publicado até agora
que relacione a infeccao por HPV e os polimorfismos Xbal e Pvull do gene ERa. No entanto, a
interdependéncia entre o estrogénio e a infeccdo por HPV ja tinha sido descrita, uma vez que
os contraceptivos orais e a gravidez tém demonstrado ser factores de risco para aquisicao de
HPV e displasia cervical, enquanto mdultiplas gravidezes também tém sido associadas a
persisténcia de infeccdo por HPV (Mitrani-Rosenbaum et al., 1989; Shew et al., 2002; Brake
and Lambert, 2004).0 estrogénio estimula a transcricdo pelo HPV de proteinas oncogénicas
(proteina E6, proteina E7 e proteina E5) responsaveis pela imortalizacdo e/ou transformacao

de células na zona de transformacao do cérvix, local preferencial para o desenvolvimento de
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displasia cervical (Mitrani-Rosenbaum et al., 1989;Arbeit et al., 1995; Webster et al., 2001) e
o crescimento continuado e a persisténcia de tumores no cérvix sdo dependentes de
estrogénio (Brake and Lambert, 2004). Por outro lado, os receptores de estrogénio
encontrados nesta zona sao predominantemente ERa e estes estao envolvidos no
desenvolvimento de cancro do colo do Utero (Chung et al., 2008). Deste modo, podemos
sugerir que as portadoras do alelo G do polimorfismo Xbal parecem estar mais susceptiveis a
accdo do estrogénio sob o ERa, o que aumenta o risco de desenvolvimento e progressao da
infeccao por HPV, neste grupo de portadoras.

4.3.2 - Andlise da frequéncia alélica do polimorfismo Xbal e Pvull em
doentes com infeccdo por HPV e grupo de controlo (GC)

Segundo os resultados mostrados na Tabela 7 existe diferenca estatisticamente
significativa (p=0.002) entre o grupo de doentes e controlos para as portadoras do alelo G do
polimorfismo Xbal, sugerindo uma maior susceptibilidade para doencas causadas por HPV em
mulheres doentes. Estes resultados sugerem um risco acrescido de 7 vezes de desenvolver

doenca em mulheres portadoras do alelo G.

Tabela 7 Frequéncia alélica do polimorfismo Xbal e Pvull em doentes com infeccao por HPV e grupo de
controlo (GC).

GG, n (%) Infeccdo HPV, n (%)  OR (95% IC)? P value
Xbal A 73 (30.2) 9 (75) 1.0 —
G 169 (69.8) 3 (25) 6.945 (1.827-26.396)
Pvull T 86 (35.5) 7 (58.3) 1.0 o
C 156 (64.5) 5 (41.7) 2.540 (0.782-8.243) 0.130

%0Rs odds ratio; IC intervalo de confianca

Ao observamos a tabela acima verificamos que tal como na Tabela 6 apenas o alelo G
parece ter um papel importante no aumento de risco de infeccao por HPV, sem qualquer
efeito do polimorfismo do Pvull. Portanto, podemos afirmar que, nesta amostra populacional
estudada, apenas o polimorfismo Xbal tem um papel significativo no aumento do risco para
desenvolver infeccdo por HPV, embora o reduzido nimero da amostra possa nao ter

evidenciado o papel do polimorfismo Pvull nesta doenca.
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Foi proposto que a acumulacao do metabolito do estrogénio, o 16a-hidroxiestrona,
pode resultar em danos no ADN o que pode conduzir a acumulacdo de mutacdes, que
posteriormente originam cancros (Abstract de Auborn et al., 1991).

Apesar do mecanismo de infeccao do HPV nao estar perfeitamente esclarecido, sabe-
se que um dos parametros que o HPV altera é o processo de metilacdo e deacetilacdo das
histonas. Eventualmente poderemos colocar como hipotese que as portadoras do alelo G do

polimorfismo Xbal sejam mais susceptiveis a este processo epigenético.
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4.4 Analise de diferencas entre o grupo de controlo (GC) e o
grupo composto por doentes devido a um processo inflamatério
(Processos inflamatorios)

4.4.1 Andlise da distribuicdo do polimorfismo Xbal e Pvull no grupo de
doentes com processos inflamatérios e grupo de controlo (GC)

A andlise dos resultados obtidos permitiu constatar que existe diferenca
estatisticamente significativa para considerar que a presenca do gendtipo GG (p=0.048) do
polimorfismo Xbal aumenta o risco de desenvolver um processo inflamatério, mas a presenca
do genotipo AG (p=0.016) contribui para uma relativa proteccdo em relacdo a doencas
inflamatorias do foro feminino (Tabela 8). O gendtipo GG aumenta o risco em 15.7 vezes em
relacdo ao genotipo AA enquanto o genotipo AG o risco é de 0.8 vezes em relacdo ao genotipo
AA.

Tabela 8 Distribuicao do polimorfismo Xbal e Pvull no grupo de doentes com processos inflamatorios e

grupo de controlo (GC).

GC, n (%) Processo? OR (95% IC)? P value
inflamatorios, n (%)

Xbal  AA 7 (5.8) 2 (66.7) 1.0 —
AG 59 (48.8) 0(0) 0.778 (0.549-1.103) Q.016>
GG 55 (45.5) 1(33.3) 15.714 (1.257-196.487)

Pvull  TT 10 (8.3) 1(33.3) 1.0 _

TC 66 (54.5) 1(33.3) 6.600 (0.382-114.155) 0.264

cc 45 (37.2) 1(33.3) 4.500 (0.259-78.204) 0.352

20Rs odds ratio; IC intervalo de confianca

Ao analisar a Tabela 8 é possivel observar que embora, o genotipo GG aumente o risco
de desenvolver uma patologia ginecologica de origem inflamatoéria, o gendtipo AG do
polimorfismo Xbal parece ter um papel protector nesta patologia. No entanto, devemos ter
em consideracao que nenhuma mulher possuia o genétipo AG neste subgrupo do GMP e que
estamos perante um nimero muito pequeno de amostra (3 mulheres), o que influencia os
resultados e portanto serdao necessarios novos estudos para avaliar o verdadeiro efeito deste
genotipo.

O estrogénio tem um papel importante na imunomodelacdo embora exista um

paradoxo acerca da funcdo dos estrogénios na inflamacao. Se por um lado, é reconhecida uma
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funcao anti-inflamatdria como a de inibicao da reabsorcdo de osso e supressao da inflamacao
de doencas inflamatorias cronicas (Straub et al., 2007), por outro lado, os estrogénios tém um
papel importante em caso de trauma/sepsis e efeitos pré-inflamatdrios em algumas doencas
cronicas auto-imunes em humanos (Straub et al., 2007).

No entanto, em condicbes inflamatorias, Straub et al., 2007, referiu que existe uma
predominancia de ERB em relacdo a ERa o que pode influenciar os efeitos do estrogénio
(Straub et al., 2007). O autor mencionou que no inicio do processo inflamatdrio pode existir
um balanco entre a proteina ERa e a proteina ERB, enquanto numa fase crénica do processo,
o ERB pode estar mais expresso nos tecidos do que ERa (Straub et al., 2007). Apesar de no
nosso trabalho termos apenas analisado o papel do ERa, sem analisar a importancia do ERB,
podemos afirmar que com base nos nossos resultados o ERa parece ter também um papel

importante no desenvolvimento de doencas de origem inflamatoria.

4.4.2 - Andlise da distribuicao por frequéncia dos portadores e nao
portadores dos alelos mutados em doentes com processos inflamatérios e
grupo de controlo (GC)

Segundo os resultados obtidos as mulheres com alelo mutado (AG/GG) do
polimorfismo Xbal tém maior susceptibilidade de desenvolver uma doenca de caracter
inflamatorio em relacdo a mulheres sem essa mutacao (Tabela 9), sendo que o risco de

desenvolver doenca é 32.5 vezes maior nas portadoras do alelo G.

Tabela 9 Distribuicdo por frequéncia dos portadores e ndao portadores dos alelos mutados em doentes
com processos inflamatorios e grupo de controlo (GC).

Processos
GC, n (%) . . OR (95% IC)® P value
inflamatorios, n (%)
Xbal  AA 7 (5.8) 2 (66.7) 1.0
AG/GG 114 (94.2) 1(33.3) 32.571 (2.624- 404.357)
Pvull  TT 10 (8.3) 1(33.3) 1.0
TC/CC 111 (91.7) 2 (66.7) 5.550 (0.462-66.683) 0.245

%0Rs odds ratio; IC intervalo de confianca

A analise dos resultados da Tabela 9 permitiu-nos observar que existe uma correlacao
entre o risco de desenvolver uma doenca de origem inflamatoria neste grupo de mulheres e a

presenca de polimorfismo Xbal.
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Moeinpour et al. de 2007, Calippe et al. de 2008 e Callipe et al. de 2010
demonstraram que a exposicao cronica a estrogénio aumenta a producao de varias citocinas
como a Il-18, a IL-6 e a IL-12, assim como a expressao de iNOS, pelos macrofagos em resposta
a activacao do TLR4 pelo lipopolissacarideo das células Gram negativas. A promocao pelo
estrogénio durante a inflamacao parece ser mediada pelo interferdao gama (IFN-y) que induz a
iNOS que por sua vez induz a ciclooxigenase-2 (COX-2), que é responsavel pela secrecao de
prostaglandinas (Karpuzoglu et al., 2006).

Apoés analise bibliografica da accao dos estrogénios na inflamacdo compreendemos
que esta regulacdo ndo € linear e que muitos processos intervém nesta modulacéo,
dificultando a critica deste trabalho. Sugerindo que a expressao de ERa e os niveis de
estrogénios estdo aumentados na presenca do alelo G do polimorfismo Xbal (Schuit e tal.,
2005), a mulheres portadoras deste polimorfismo parecem ter maior susceptibilidade a
inflamacao, o que parece contradizer a bibliografia consultada. Por outro lado, apesar da
modulacdo pelos estrogénios ser efectuada em grande parte pelo ERB e que os niveis
superiores de estrogénio parecem ter um papel protector (Straub, 2007), o nosso estudo
sugere que a modulacdo da inflamacdo também podera ser feita pelo ERa. Esta aparente
contrariedade pode ser explicada pelo facto de o ERa e o ERB diferirem na transactivacao
mediada por estradiol, devido a uma constituicio de aminoacidos e diferentes interaccoes
com os dominios do receptor (Zwart et al., 2010), como referido anteriormente. Esta
diferenca esta presente, por exemplo nos carcinomas da mama e no osso onde o ERa e o ERB
desempenham funcgdes diferentes nas células (Grober et al., 2011). Deste modo sugerimos que
tal como ocorre noutros tecidos a expressao de ERa mediada pelo estrogénio podera ser
diferente da expressao do ERB mediada pelo mesmo ligando, no entanto, estudos adicionais

serao necessarios para avaliar o verdadeiro papel da expressao do gene ERa na inflamacao.
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5. Limitacdes do estudo

A principal limitacdo deste estudo é o pequeno nimero da amostra do grupo de
mulheres com patologia (GMP).Por outro lado, embora todas as patologias tenham uma
componente estrogénica a influéncia do estrogénio em cada uma varia e portanto analisar
patologias tdao diferentes num so grupo pode ocasionar um desvio dos resultados e nao ser

possivel visualizar correctamente o efeito dos polimorfismos nestas doencas.
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6. Conclusao

Concluimos que parece existir uma associacao entre o alelo G do polimorfismo Xbal e
o alelo C do polimorfismo Pvull do receptor de estrogénio alfa e o aumento de risco de
doenca do foro ginecoldgico;

Foi possivel estabelecer uma relacao entre as mulheres portadoras do alelo G do
polimorfismo Xbal e o aumento do risco de desenvolver infeccao por HPV;

Verificou-se que as mulheres portadoras do alelo G do polimorfismo Xbal estao
associadas a aumento da susceptibilidade de desenvolver uma patologia inflamatoria. No
entanto, este trabalho apresenta limitacdes que obrigam a analise destes dados de uma forma
muito cautelosa, mas que pode levar a realizacao de futuros estudos e desenvolvimentos na

area.
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