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RESUMO

INTRODUCAO: O carcinoma hepatocelular (CHC) ¢é a neoplasia hepatica que representa o
sexto tumor maligno mais frequente no mundo. A variabilidade genética tem sido discutida
como fator de risco para o desenvolvimento do CHC, sendo os polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) os mais estudados. Diversos estudos destacam o efeito dos hormonios sexuais
na fungdo hepatica, tendo-se em vista a hipotese de que os mesmos possuem um papel na
patogénese da neoplasia hepatica. Assim, ¢ importante investigar a influéncia de
polimorfismos dos receptores de estrogénio e o risco para o CHC. OBJETIVOS: Avaliar a
associacdo de trés SNPs do gene ESRI e trés SNPs do gene ESR2 com a suscetibilidade ao
CHC em conjunto com fatores etiologicos ja estabelecidos; e analisar a expressao do receptor
de estrogénio (ER) por imuno-histoquimica em pacientes com e sem CHC. METODOS:
Foram coletadas amostras de espécimes hepaticos armazenados em blocos de parafina de 92
pacientes com diagnostico de CHC denominados casos e 103 pacientes controles que foram
submetidos a biopsia hepatica. Foi utilizada a extracdo de DNA a partir de espécimes
hepaticos e a analise dos SNPs foi realizada por discriminagdo alélica utilizando sondas de
hidrélise (TagMan®) em termociclador em tempo real. A comparagdo das frequéncias
genotipicas entre os grupos caso e controle foi realizada pelo teste de Qui-quadrado de
Pearson. Para a andlise multivariada foi utilizada a regressao logistica e as andlises foram
ajustadas utilizando como covariaveis sexo e a infec¢do pelo virus da hepatite C (VHC). A
compara¢do da expressdo do ER entre casos e controles foi realizada pelo teste de Qui-
quadrado de Pearson. RESULTADOS E DISCUSSAO: O sexo masculino foi o mais
prevalente, representando 70,7% dos pacientes no grupo caso e 70,9% no grupo controle. A
média de idade foi de 56,7+9,0 anos no grupo caso e¢ 50,9+11,8 anos no grupo controle
(p<0,001). A presenga de cirrose ¢ VHC foi mais frequente no grupo caso do que no controle.
Para o gene ESRI, o gendtipo G/G do rs3020432, portadores do alelo T do rs1643821 e
portadores do alelo do C do rs2234693 foram mais frequentes no grupo caso quando
comparado ao controle (p<0,001, p=0,001 e p=0,002, respectivamente). A analise
multivariada revelou um risco aumentado para o CHC do genétipo G/G do rs3020432 (OR =
4,43; 95% CI 1,91-10,26; p=0,001), da presenga do alelo T do rs1643821 (OR=2,69; 95% CI
1,18-6,14; p=0,018) e da presenca do alelo C do 1s2234693 (OR=2,41; 95% CI 1,17-4,94;
p=0,017), controlando para sexo e presenca de VHC; neste modelo, a presenga de VHC
identificou um aumento de risco de 4,99 vezes maior de desenvolver o CHC (OR=4,99; 95%

CI 2,50-10,00; p<0,001). Para o gene ESR2, os gendtipos A/A do rs4986938, C/C do



154365213 e G/G do rs17179740 foram mais frequentes no grupo caso do que no controle
(p=0,043, p=0,005 e p=<0,001, respectivamente). A analise multivariada revelou um aumento
de risco para o CHC do gendtipo A/A do rs4986938 (OR=3,29; 95% CI 1,21-8,97; p=0,020) e
do gendtipo G/G do rs17179740 (OR=3,23; 95% CI 1,68-6,21; p=<0,001), controlando para
sexo ¢ VHC; neste modelo a presenga de VHC identificou um aumento de risco de 6 vezes
maior de desenvolver o CHC (OR=6,01; 95% CI 3,03-11,94; p<0,001). A expressao dos ERs,
através da imuno-histoquimica no tecido hepatico, ndo foi diferente entre os grupos estudados
(p=0,104). CONCLUSAO: Portadores do genétipo e dos alelos com as variantes nos SNPs
1s3020432, rs1643821 e/ou rs2234693 do gene ESRI e portadores dos genotipos das variantes
nos SNPs rs4986938 e rs17179740 no gene ERS2 foram preditores para desenvolver CHC. A
confirmacao desses dados pode auxiliar na determinacdo de marcadores moleculares para
predicao de risco de CHC em conjunto com outros fatores de risco.

Palavras chaves: carcinoma hepatocelular, estrogénio, gene ESRI, gene ESR2.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Hepatocellular carcinoma (HCC) is a liver cancer which is the sixth
most common malignancy in the world. Genetic variability has been discussed as a risk factor
for the HCC development, being the single nucleotide polymorphisms (SNPs) the most
studied. Several studies highlight the sex hormones effects in the liver function, being
important to investigate the polymorphisms influence in the estrogen receptors and the risk
for HCC. OBJECTIVES: To evaluate the SNPs association from ESR1 and ESR2 genes
with the susceptibility for HCC in conjunction with etiological factors already established,
and to analyze the estrogen receptor (ER) expression by immunohistochemistry in patients
with and without HCC. METHODS: Liver specimens samples, stored in paraffin blocks,
from 92 patients diagnosed with HCC were collected and denominated as cases; and 103
control patients whom underwent liver biopsy. DNA extraction from liver specimens were
used and the SNPs analysis were carried out by allelic discrimination using hydrolysis probes
(TagMan®) in a real time thermocycler. The genotype frequencies comparison between case
and control groups was performed by Pearson’s Chi-square test. For the multivariate analysis,
logistic regression was used and the analyses were adjusted using sex and diagnosis of
hepatitis C virus (HCV) infection as covariables. The ER expression comparisons between
cases and controls were performed by Pearson’s Chi-square test. RESULTS AND
DISCUSSION: The male sex was the most prevalent, representing 70.7% of the patients in
the case group and 70.9% in the control group. The average age was 56.7 = 9.0 years in the
case group and 50.9 + 11.8 years in the control group (p<0.001). Cirrhosis and HCV presence
were more frequent in the case than in the control group. For the ESRI gene, the G/G
genotype from rs3020432, the T allele from rs1643821 carriers and the C allele from
1s2234693 carriers were more frequent in the case group when compared to the control
(p<0.001, p=0.001 and p=0.002, respectively). The multivariate analysis showed a higher risk
ratio for HCC of G/G genotype from rs3020432 (OR=4.43; 95% CI 1.91-10.26; p=0.001), of
the T allele from rs1643821 presence (OR=2.69; 95% CI 1.18-6.14; p=0.018) and of the C
allele from rs2234693 presence (OR=2.41; 95% CI 1.17-4.94; p=0.017), controlling for sex
and HCV presence; In this model, the HCV presence identified a risk 4.99 times greater to
develop HCC (OR=4.99; 95% CI 2.50-10.00, p<0.001). For ESR2 gene, the genotypes A/A
from rs4986938, C/C from rs4365213 and G/G from rs17179740 were more frequent in the
case group than in the control (p 0.043, p=0.005 and p=<0.001, respectively). The
multivariate analysis showed a higher risk ratio for HCC of A/A genotype from rs4986938



(OR=3.29; 95% CI 1.21-8.97; p=0.020) and of G/G genotype from rs17179740 (OR=3.23;
95% CI 1.68-6.21; p = <0.001), controlling for sex and HCV; in this model the HCV presence
identified a risk 6 timer greater to develop the HCC (OR=6.01; 95% CI 3.03-11.94, p<0.001).
The ERs expression, through immunohistochemistry in the liver tissue, was not different
between studied groups (p=0.104). CONCLUSION: Genotype and alleles carriers with
variants in rs3020432, rs1643821 and/or rs2234693 SNPs from the ESR1 gene and genotype
of variants in rs4986938 and rs17179740 SNPs from the ERS2 gene were predictors of
develop HCC. The confirmation of these data can assist in the determination of molecular
markers for HCC risk prediction in conjunction with other risk factors.

Key words: hepatocellular carcinoma, estrogen, ESR1 gene, ESR2 gene.



LISTA DE ILUSTRACOES DA REVISAO DA LITERATURA

FIGURA 1 — Sequéncia de lesdes celulares culminando no desenvolvimento do CHC
(adaptado de Thorgeirsson; Grisham, 2002). ........ccccueeiiiieriiieeeie e 24



LISTA DE TABELAS DO ARTIGO 2

TABELA 1 — Caracteristicas das amOStIas ........cc.eeverueerierieriieniienieeieneenie st 62
TABELA 2 — Frequéncias alélicas dos tag-SNPs estudados, assim como seus tagged-SNPs. 63
TABELA 3 — Frequéncias genotipicas dos SNPs rs3020432, rs1643821e 152234693 nos

EIUPOS CASO € CONIOLE ..eiiiiiiiiiieiiie ettt ettt e et e e et e e et eeesaeeessaeeeesbaeessseeennseeennns 64
TABELA 4 — Associaga0 dos polimOrfiSImOS ........cceeevieriieriieriieeiieeie et sae e 65

LISTA DE TABELAS DO ARTIGO 3

TABLE 1 - Samples CharacteriStiCS. ... ...uiuirierirriirienienieerieetesiceie ettt 85
TABLE 2 - Allele frequencies of the tag-SNPs studied, as well as their tagged-SNPs. .......... 86
TABLE 3 - Genotypic frequencies for SNPs (rs4986938, rs4365213 and rs17179740) in the

€aSE AN CONLIOL GIOUPS. 1..vviieiiiiiiiieeeieeeiee ettt e et e e et e e st e e st eesstaeeesbeessseeessseeeesseeessseeennseennnns 87
TABLE 4 - PolymorphiSms assOCIAtION .........cc.eeruerieriierieniie ettt sttt 88

TABLE 5 - Immunohistochemistry analysis in the case and control groups. .........cccceeeeuveennee. 89



AEG-1
AFBI1
AgHBs
AP-1
AR
b-Raf
CHC
DEN
DNA
EE
EHNA
ER
ERE

LISTA DE ABREVIATURAS

Gene de astrocito elevado tipo 1
Aflatoxina B1

Antigeno de superficie do virus da hepatite B
Proteina ativadora 1

Receptor de androgénio
Proto-oncogene b-Raf
Carcinoma hepatocelular
Dietilnitrosamina

Acido desoxirribonucleico
Etinil estradiol

Esteato-hepatite ndo alcodlica
Receptor de estrogénio

Elementos de resposta ao estrogénio

ESRI ou ERa Receptor de estrogénio 1 ou alfa

ESR2 ou ERP Receptor de estrogénio 2 ou beta

IL-6
LD
mRNA
NF-kB
NO
OMS
PDGFR
P-gp
SNP
SP-1
VEGFR2
VHB
VHC
VHD

Interleucina 6

Desequilibrio de ligagao

Acido ribonucleico mensageiro

Fator nuclear Kappa B

Oxido nitrico

Organizag¢ao Mundial da Saude

Fator de crescimento derivado de plaquetas
Glicoproteina-P

Polimorfismo de nucleotideo tnico
Proteina de especificidade 1

Receptor do fator de crescimento endotelial vascular 2
Virus da hepatite B

Virus da hepatite C

Virus da hepatite D



cm

ml

°C

x2

LISTA DE SIMBOLOS

Marca registrada
Centimetro

Mililitro

Graus centigrados
Potencial hidrogenidnico
Alfa

Beta

Qui-quadrado



SUMARIO

1 REVISAO DA LITERATURA ........oooiiiiieieeeeeeeeee et 15
1.1 Epidemiologia do carcinoma hepatocelular ............cccoeevieeiiiiiiiieniieeieeee e, 15
1.2 Fatores de risco do carcinoma hepatocelular .............cccoeovieviiniiiiniiiniiiieieeee 16
1.2.1 CATTOSE ..ottt ettt et h e et e e bt e bt e ea bt e bt e eab e e bt e sabeebeesabeenbeasnbeanbeens 16
1.2.2  VIrus da Hepatite C.......cc.oeiuiiiiiiiiiieiieiieese ettt ettt ettt e e e ene 17
1.2.3  Virus da Hepatite B.......ccooooiiiieiiece et e 18
124 ALCOOL it 18
1.2.5  ASTATOXINAS 1.ttt ettt ettt et et h e bt e e ht e et enat e e bt e saeeebeen 19
1.2.6 Outros fatores d@ TISCO ..c..eeuuiruieriiiieiieieeie ettt sttt s 19
1.3 Tratamento do carcinoma hepatocelular .............cocveeriiieiiieiiiie e, 20
1.3.1  Tratamentos potencialmente CUTAtIVOS .........cceervreriierieeniienieeiiesieeiee e eieeseeeeeens 20
1.3.2  Tratamentos PaliatiVos..........coouiiiiiiiiiiiiiiii e 21
1.4 PrOGNOSTICO ...ttt ettt sttt s e bt e s ebe et e sateenbeeesbeenseenneeenne 22
1.5 Patogénese molecular do carcinoma hepatocelular.............cccoeeveeiiiiiniiiencieceee, 23
1.6 Estrogénios e o carcinoma hepatocelular............ccocoevieiiiiiniiniiiiiieiieeceeee 24
1.7 POIIMOTTISINOS ..ottt 26
1.8 GENES ESRI € ESR2 ..ttt 27
1.9 Referéncias bibliografiCas .........cceeeviieeiiiiiiiie et 30
2 JUSTIFICATIVA ...ttt sttt ettt 39
3 OBJETIVOS ...t sttt ettt ettt ettt ettt et 40
3.1 ODJELIVO ZETAL.....eiiiiiiieeiie ettt e et e et e e et e e sreeesnbeeennaeeenneeas 40
3.2 ODbJEtIVOS ESPECTIICOS. ..uuvieuiieiieetieiiie ettt ettt ettt e e be et eebe et esnbeeseesnseenseennnes 40
4 ARTIGOS ..ttt ettt ettt et e st e b e e st e sa e enbeeneesseenseeneesneensean 41
4.1 Artigo 1: Hepatocellular carcinoma and estrogen receptors: Polymorphisms and
isoforms relations and iMPLICALIONS .............cccoeeeueeiieeiiiieiieieeee ettt 41
4.2 Artigo 2: Associagdo de polimorfismos do gene ESR/ com Carcinoma Hepatocelular
..................................................................................................................................... 46
4.3 Artigo 3: Association of polymorphisms on the ESR2 gene with Hepatocellular
(@] ed 170 7T OSSP 66
5 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS ......c.oooviiveeeieeeeeeeeeereeeieeeereans 90

ANEXO A -PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA............. 91



15

1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 Epidemiologia do carcinoma hepatocelular

Os tumores hepaticos malignos podem ser classificados em tumores primarios, que
apresentam sua origem no proprio O0rgdo, € tumores secunddrios ou metastaticos, que sao
originados em outro 6rgdo e posteriormente atingem o figado (Inca, 2015). O tumor hepatico
primario mais comum ¢ o carcinoma hepatocelular (CHC), também conhecido como
hepatocarcinoma, derivado das principais c€lulas do figado - os hepatdcitos (Inca, 2015).
Atualmente, o CHC representa mais de 85% dos tumores que acometem o figado (Jemal ef al,
2011). A grande maioria dos casos de CHC, aproximadamente 80% deles, ocorre em paises
que ainda estdio em desenvolvimento, como os do Sudeste Asiatico e da Africa Subsaariana. A
incidéncia de casos de CHC esta aumentando nos Estados Unidos e na Europa, sugerindo que
a frequéncia devera crescer nas proximas décadas, sendo decorrente do alto nimero de
pacientes que foram infectados pelo virus da hepatite C (VHC) h& mais de duas décadas atras
(Iarc, 2016).

O CHC ¢ considerado o sexto tumor maligno mais frequente no mundo (Govaere &
Roskams, 2015). De acordo com o INCA, no Brasil, s3o mais de 8 mil mortes por ano, sendo
que ocorrem 5 mil mortes somente no sexo masculino (Inca, 2015). Estima-se que em torno
de 743.300 novos casos sdo diagnosticados por ano, com uma mortalidade quase igual a
incidéncia: 695.000 mil mortes por ano no mundo. E considerado a segunda causa mais
frequente de mortes relacionadas ao cancer (Ferlay et a/, 2015). No Brasil, o CHC apresenta-
se como a oitava causa de morte por cancer (Pimenta & Massabki, 2010) e sua incidéncia
varia consideravelmente de acordo com a regido geografica, provavelmente devido as
diferencas nos principais fatores etioldgicos. No ocidente € no Japao o VHC ¢ o fator de risco
mais relevante, enquanto que na Asia e na Africa, o virus da Hepatite B (VHB) ¢ o fator de
risco predominante (Llovet et al, 2008).

A prevaléncia ¢ maior no sexo masculino em relacao ao feminino, com uma proporg¢ao
de cerca de 2 a 4 vezes maior (Ferlay et al, 2015). Esse resultado representa as diferengas
especificas relacionadas ao sexo em relagdo aos mecanismos regulatorios existentes nos
genes, especificamente aqueles que sdo conduzidos pela resposta a hormoénios (Li et al, 2012).
Dentre as possiveis razdes para essa disparidade pode estar a diferenga na exposi¢do aos

fatores de risco. Sabe-se ainda que os homens sdao mais comumente infectados pelo VHC e
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VHB do que as mulheres, além de apresentarem um consumo maior de bebidas alcoolicas (EI-
Serag, Rudolph, 2007).

Estudos demonstraram um aumento de 2 a 8 vezes no desenvolvimento de CHC em
camundongos machos, o que sustentaria a hipdtese de que os hormonios sexuais podem
influenciar na progressao do CHC (El-Serag & Rudolph, 2007). Sugere-se também que o
estrogénio possa conferir, a0 menos parcialmente, um efeito protetor nas mulheres em periodo
fértil, uma vez que a frequéncia de CHC apresenta-se maior em homens e mulheres pos-
menopausicas. Além disso, alguns estudos mostraram que o estrogénio apresenta capacidade
de suprimir a fibrose e estimular o processo de apoptose dos hepatdcitos, atuando, dessa
maneira, como um agente anticancerigeno (Liu ef al., 2014).

Tendo em vista essa caracteristica género-especifica, percebe-se que ¢ de significativa
relevancia o estudo do papel dos hormonios sexuais, pois os mecanismos de acdo desses
horménios na evolu¢do do CHC ainda sdo pouco compreendidos (Kalra et a/, 2008). A funcao
dos estrogénios no desenvolvimento do CHC, por sua vez, é controversa e existem evidéncias
sugerindo tanto um papel carcinogénico quanto protetor do figado (Oomoya et al, 2001,

Farinati et al, 2002; De Maria et al, 2002).

1.2 Fatores de risco do carcinoma hepatocelular

1.2.1 Cirrose

Os fatores de risco do CHC sdo conhecidos e qualquer fator que leve a lesdes
hepaticas cronicas e a cirrose representa um potencial agente oncogénico para o
desenvolvimento do CHC. As hepatopatias relacionadas ao VHC, ao VHB e ao élcool sdo os
principais agentes etiologicos. As hepatopatias cronicas subjacentes, em especial de etiologia
viral, representam mais de 95% dos pacientes com CHC (Bosch ef al, 2004). Outras causas
também estdo relacionadas, mas apresentam um menor impacto, que sdo: a esteato-hepatite
ndo alcoodlica (EHNA), a hemocromatose, a exposi¢cdo a aflatoxina B1 (AFBI1), a hepatite
autoimune, a cirrose biliar priméria e certas doencas metabdlicas hepaticas (Davis et al,
2008).

Independente da etiologia, a cirrose hepdtica, pode levar ao desenvolvimento do CHC
e ser considerada uma condi¢do pré-maligna (Fattovich et al, 2004). Aproximadamente 80-

90% dos pacientes com CHC apresentam cirrose (Caldwell; Parck, 2009). Qualquer que seja o
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significado biologico da associagdo entre a cirrose € o CHC, os pacientes com cirrose hepatica

devem ser submetidos ao rastreamento para o CHC (Colombo; Sangiovanni, 1997).

1.2.2 Virus da Hepatite C

O VHC provoca infecgdo em mais de 185 milhdes de individuos no mundo (Centers
for Disease Control and prevention, 2016; Lavanchy, 2011), dado que leva a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) a estimativa de que, no minimo, 3% da populagcdo mundial estejam
cronicamente infectadas com VHC (Alter, 2007). O VHC na maioria das vezes esta associado
com o desenvolvimento do CHC e, atualmente, explica cerca de 30% dos casos em todo o
mundo (Bosch et al, 2004). O VHC ¢ a causa mais comum de CHC nos Estados Unidos, na
Europa e no Japao, respondendo por 49%, 56% e 75% dos casos, respectivamente (Kiyosawa
et al, 2004). No Brasil, em um estudo realizado pela Sociedade Brasileira de Hepatologia em
2010, foram analisados 1405 casos diagnosticados entre os anos de 2004 e 2009. Identificou-
se que a cirrose estava presente em 98% dos casos, sendo que a média de idade era de 59 anos
e 78% eram do sexo masculino. A regido Sudeste foi responsavel por 77% dos casos
reportados, e a prevaléncia do VHC foi de 54%. Nas regides Norte, Nordeste e Centro Oeste,
o VHB foi mais prevalente (25%) do que nas regides Sul e Sudeste (15%) (Carrilho et al,
2010).

A infec¢ao ¢ predominantemente adquirida na idade adulta, como resultado do uso
ilicito de drogas endovenosas e através de transfusdes sanguineas ocorridas no passado. Mais
de 80% dos pacientes com infeccdo se tornam portadores cronicos da doenca, e
aproximadamente 20% evoluem para cirrose (Ozaras; Tahan, 2009; Par, 2009; Tan et al,
2008) e 1% a 4% desenvolvem CHC, anualmente (Veldt ef a/, 2007). Em geral, os pacientes
com hepatite C crénica permanecem assintomaticos por muitos anos, podendo, contudo,
progredir para a cirrose. O tempo médio para o aparecimento do CHC, ap0s a infecgdo viral, ¢
de 30 anos na maioria dos casos (Ueno et al, 2009).

O receptor de estrogénio 1 (ESRI) também interage com a proteina NS5B do virus da
hepatite C, facilitando a interacdo desta proteina com a caveolina 2 € promovendo a formacao
do complexo de replicagdo do virus. O tratamento com tamoxifeno inibe a acdo do ESRI e

suprime a replicacdo gendmica do virus da hepatite C.
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1.2.3 Virus da Hepatite B

A causa mais comum de CHC na China e na Africa ¢ a infec¢do pelo VHB,
respondendo por 50-55% dos casos. O VHB atinge 400 milhdes de pessoas no mundo e ¢
responsavel por 320.000 mortes por ano. Aproximadamente, 30-50% das mortes em
decorréncia do VHB estio relacionados com o CHC. Na Asia, na Africa e em alguns paises
do leste da Europa, o VHB ¢ a principal causa de CHC, superando amplamente o impacto da
hepatite C cronica. De acordo com um estudo realizado em Taiwan, o risco estimado de CHC
em portadores do antigeno de superficie do virus da hepatite B (AgHBs) ¢ cerca de cem vezes
maior do que nos nao portadores (Yang et al, 2002). Os fatores que podem influenciar o
desenvolvimento do CHC em pacientes com VHB incluem: o sexo, o grau de replicacdo viral,
a co-infecgao com o VHC ou com o virus D (VHD), a exposi¢do a aflatoxina e ao alcool (Yu
et al, 1997).

A infeccdo nos paises onde a incidéncia ¢ elevada ¢ predominantemente adquirida na
infancia ou no periodo perinatal e, quando adquirida nessas fases, apresenta 80-90% de
chance de se tornar cronica. Os individuos infectados precocemente sdo os mais suscetiveis ao
desenvolvimento do CHC e, com a presenca de cirrose hepatica, esse risco aumenta
exponencialmente. Em dareas de alta incidéncia, embora a maior parte dos casos de CHC
ocorra em pacientes com cirrose, ha casos de pacientes com CHC sem cirrose hepatica
(Ganzalez et al, 2004). A infec¢ao cronica pelo virus da hepatite B ¢ considerada fator de
risco mais frequente para o CHC, sendo responsavel por mais de 50% dos casos. Estima-se
que o conteudo de carga viral e a duragdo da infeccdo contribua para um risco acumulado de
dano oncogénico de efeito prolongado. Nao s isso, sua associagdo com o risco aumentado ao
CHC deve-se a inducdo de dano ao acido desoxirribonucléico (DNA) realizada pela
integracdo do VHB no mesmo (Forner et al, 2012).

Estudos experimentais demonstraram que produtos virais podem contribuir para a
transformagao maligna dos hepatdcitos (Nakashima et al, 1995). A proteina HBx do virus da
hepatite B ¢ uma proteina multifuncional que interage com o receptor de estrogénio 1 (ESR1),

um subtipo de receptor de estrogénio (ER), e inibe sua atividade transcricional.
1.2.4 Alcool

A associacao entre o consumo de dlcool e o CHC tem sido muito estudada. Apesar dos

dados epidemioldgicos apresentarem que o uso abusivo cronico de alcool e, em particular, a
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cirrose induzida pelo alcool sdo fatores de risco para o CHC, ainda ndo estd completamente
esclarecido como se da este processo (Donato et al, 2002), j4 que o alcool ndo ¢ um
carcindgeno hepatico quando administrado em animais (Morgan et a/, 2004). Embora o etanol
nao possua propriedades mutagénicas por si proprias, seu consumo cronico esta associado ao
aumento do risco de cancer. O efeito do 4alcool parece ser dose-dependente e o
desenvolvimento da cirrose parece ser a base para os casos de CHC. O uso de quantidades de
alcool superior a 80 mg/dia por mais de dez anos aumenta em mais de cinco vezes o risco de

desenvolver CHC (Donato et al, 2002).

1.2.5 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo substancias toxicas resultantes da atividade metabodlica de fungos
que se desenvolvem em alimentos e produtos agricolas, presentes em muitas areas africanas
subsaarianas e areas do sudeste asiatico. Em condigdes favoraveis, tais como temperatura,
umidade e pH, essas substincias podem intoxicar seres humanos e animais. A intoxicacao
(aflatoxicose) ocorre com a ingestao de produtos e subprodutos contaminados (principalmente
amendoim, milho, castanhas, feijdo e sementes oleaginosas). As aflatoxinas sdo produzidas
pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus paracisticus. Essas toxinas, em especial a
aflatoxina B1 (AFB1), apresentam um elevado potencial cancerigeno (Bennett; Klich, 2003).

Desde sua descoberta, ha trés décadas, muitos autores estudam a rela¢ao entre a AFB1
e 0 CHC. Os estudos anteriores a 1980 ndo avaliaram de forma adequada a presenga do VHB,
enquanto que os estudos anteriores a 1990 ndo levaram em conta a possibilidade de infec¢do
do VHC. Assim, o papel da aflatoxina na carcinogénese hepatica permaneceu pouco claro até
o surgimento das técnicas de biologia molecular (Groopman et al, 1996).

A mutacao genética causada pela AFB-1 no cédon 249 no éxon 7 do gene supressor
tumoral TP53 (transversdo GC para TA) foi identificada e correlacionada positivamente com
a exposicdo a aflatoxina em meta-analises composta por 49 estudos (Hsu et al,

1991); (Bressac et al, 1991).

1.2.6 Outros fatores de risco

Além dos fatores etioldgicos mais comuns, outros fatores também podem estar
envolvidos no processo de desenvolvimento do CHC, mas com menor frequéncia. Pacientes

com hemocromatose hereditaria, uma vez estabelecida a cirrose, possuem um risco em torno



20

de 20%, no periodo de 5 anos, de desenvolver o CHC (Fattovich et al, 2004). O tumor ¢é raro
nos casos de hemocromatose na auséncia de cirrose. Uma maior incidéncia do CHC tem sido
descrita em pacientes diabéticos sem historia prévia de doenca do figado (El-Serag et al,
2004). A doenca hepatica gordurosa nao-alcodlica e a esteato-hepatite ndo alcoodlica podem
contribuir para o desenvolvimento de fibrose e cirrose, e, portanto, também podem contribuir
para o desenvolvimento do CHC (Farrell; Larter, 2006), sendo atualmente consideradas

etiologias de importancia.

1.3 Tratamento do carcinoma hepatocelular

1.3.1 Tratamentos potencialmente curativos

Ha limitadas opg¢des de tratamento para o CHC avangado. Dentre as alternativas, com
intencdo curativa, estdo: o transplante de figado, a ressec¢dao cirurgica e a ablagdo por
radiofrequéncia, (Bruix, Sherman, 2011). No entanto, somente cerca de 35% destes pacientes
sdao candidatos aos tratamentos citados acima, sendo possivel, no restante dos casos, apenas
tratamentos paliativos (Llovet et al, 2008). De acordo com esses dados, o conhecimento de
indicadores progndsticos ¢ de grande utilidade para uma orientacdo adequada na escolha do
tratamento e na selecdo dos pacientes para as terapéuticas propostas.

O transplante hepatico, onde as condi¢des para realiza-lo sao adequadas, ¢ uma terapia
bem-sucedida, pois propicia a substituicdo do orgdo doente por um enxerto “saudavel”,
tratando a doenga de base e reduzindo a possibilidade de recorréncia de novos tumores. As
taxas de sobrevida observadas em pacientes cirrdticos transplantados para o tratamento do
CHC sao satisfatérias. Em pacientes selecionados com apenas um nddulo tumoral menor que
5 cm ou até 3 nodulos de no maximo 3 cm de didmetro cada, sem invasdo vascular, a
sobrevida de 4 anos supera os 70% (Mazzaferro, 1996). Infelizmente, o fator limitante para o
emprego dessa terapia € a falta de doadores de 6rgaos, o que restringe o numero de pacientes
beneficiados por essa modalidade terapéutica (Bismuth et al, 1999).

A resseccao cirurgica ¢ considerada em muitos estudos a primeira escolha para os
pacientes com CHC em figados ndo cirrdticos, que constituem menos de 5% dos casos de
CHC no ocidente (Belghiti et al, 2000). Os pacientes eleitos devem apresentar, em regra, um
nddulo solitario, fungdo hepatica preservada e gradiente de pressdo portal pouco elevada. Nos
figados cirroticos, a fung¢do hepatica diminuida impede, em muitos casos, esse tipo de

abordagem terapéutica. A ressec¢do hepatica representa um tratamento de baixa morbi-
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mortalidade e cuja taxa de sobrevida de 5 anos, quando a indicagdo ¢ adequada, pode atingir
60-70% (Lopez et al, 2006). Dois problemas limitam o uso da ressec¢do hepatica: o primeiro
refere-se a pequena parcela de pacientes que preenchem os critérios de selegdo, ja o segundo
diz respeito as altas taxas de recorréncia do CHC no figado operado, estimada em mais de
70% em 5 anos (Llovet, 2005).

Os tratamentos de ablacdo por rafdiofreuéncia apresentam respostas satisfatorias para
o tratamento do CHC. A alcoolizacao apresenta boa resposta para a necrose tumoral completa
em tumores unicos com até 2 cm de diametro. Mais recentementente, a termoablacao vem
ganhando destaque pela sua eficiéncia em erradicar tumores maiores € por garantir uma
margem de seguranga, usualmente ndo obtida com a alcoolizagdo (Bruix, Sherman, 2011; De
Jong; Wertenbroek, 2011). Um estudo de coorte utilizando a termoablagdo demonstrou que a
abla¢do completa de lesdes menores que 2 cm foram possiveis em mais de 90% dos casos,

com uma taxa de recidiva local inferior a 1% (Livraghi et al, 2008).

1.3.2 Tratamentos Paliativos

A embolizacdo, injecdo de substancia para tentar bloquear ou diminruir o fluxo de
sangue para as cé€lulas tumorais e o uso de terapia-alvo com o farmaco Sorafenibe sdo
considerados os tratamentos paliativos para o CHC. O procedimento de quimioembolizagao
consiste em injetar um agente embolizante associado a um agente quimioterapico na rede
arterial, com o objetivo de liberar o fArmaco ao nivel do tumor e posteriormente obstruir a
vasculatura que nutre a lesdo. Foram demonstrados beneficios estatisticamente significativos
na sobrevida de pacientes tratados com a quimioemboliza¢cdo. O aumento da sobrevida em
pacientes tratados varia de 20 a 60% e a dimensdo desse beneficio estd relacionada aos
critérios de selecdo dos pacientes tratados (Llovet; Bruix, 2003).

O Sorafenibe ¢ uma molécula que inibe a proliferacdo de células, agindo nos
receptores VEGFR2, PDGFR e b-Raf, e atua na angiogénese tumoral, aumentando a taxa de
apoptose em uma ampla gama de tumores (Wilhelm et al, 2004). Esse ¢ um agente de
administracdo oral que demonstrou um aumento na sobrevida de pacientes com CHC
avancado (Llvote et al, 2007). A diferenca de sobrevida foi estatisticamente significante em
relagdo ao grupo ndo tratado. Até o momento, sorafenibe ¢ usado como terapia de primeira
linha para casos avangados de CHC (Lin ef al, 2012; Bruix et al, 2016).

Um estudo clinico de fase III que envolveu 602 pacientes com carcinoma

hepatocelular avancado (sem indicagdo para tratamento cirirgico ou quimioembolizacio) de
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diversos centros de pesquisas mundiais, inclusive no Brasil, foi publicado na revista cientifica
New England Journal of Medicine. Os resultados demonstraram que os pacientes tratados
com o medicamento tiveram aumento da taxa de sobrevida global em 44%, quase trés meses a
mais do que naqueles que nao receberam a substancia (Llovet et al, 2008). Outro estudo
clinico de fase III com desenho metodoldgico semelhante, porém envolvendo principalmente
pacientes com VHB, também comprovou a eficdcia da terapia alvo em 226 pacientes da
regido Asia-Pacifico. Os resultados demonstraram que o medicamento reduziu em 43% o
risco de progressdo do carcinoma hepatocelular e em 32% o risco de morte. A sobrevida
global dos pacientes tratados com o Sorafenibe foi de 6,5 meses versus 4,2 meses para os que
ndo receberam a substancia (Cheng et al, 2009).

Recentemente, Ma e colaboradores (2012) realizaram um trabalho em ratos, que
identificou uma relagdo eficaz entre o tratamento com o sorafenibe e a terapia hormonal para
tratar os casos de CHC. A combinagdo descrita acima foi considerada a melhor maneira de
tratar os casos avancados de CHC em animais, mas ainda ndo podemos extrapolar esses

resultados para humanos, visto que € necessario um estudo clinico randomizado.

1.4 Prognostico

A grande maioria dos casos de CHC apresenta um mau prognostico. Este quadro
decorre principalmente de trés fatores: falta de um marcador que permita um diagndstico
precoce do CHC; hepatopatia subjacente, que limita a aplicacdo eficaz de tratamentos
locoregionais; e pouco sucesso dos tratamentos quimioterdpicos disponiveis. O
desenvolvimento de metastases e a recidiva tumoral sdo as causas mais comuns de morte em
pacientes com CHC.

A capacidade em predizer o comportamento bioldégico do CHC ¢ um dos fatores
determinantes do prognoéstico. Vérios estudos tentam identificar fatores tumorais capazes de
predizer os resultados ap6s o transplante. O tamanho do tumor, a multiplicidade de nddulos, a
diferenciagdo celular e a invasao vascular demonstraram estar associados a uma maior
recidiva e uma pior sobrevida livre de doenga (Savaglia et al, 2005). Fatores patoldgicos e
bioldgicos do CHC, em relacdo ao prognostico, tém sido muito estudados, devido aos avangos
na area da biologia do cancer. As caracteristicas morfologicas do tumor tém sido associadas
significativamente a invasividade, a recidiva tumoral e a sobrevida do paciente, € a analise de
marcadores moleculares com significado progndstico constitui um método complementar,

com um importante papel na determinacao do fendtipo maligno do tumor.
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1.5 Patogénese molecular do carcinoma hepatocelular

As variagdes existentes na sequéncia genética tém sido discutidas como responsaveis
pelo risco de desenvolver CHC. Diversos pacientes que sdo expostos a fatores de risco
ambientais ja conhecidos podem nunca desenvolver CHC ao passo que uma significante
minoria de casos de CHC desenvolve a doenga sem apresentar qualquer fator de risco (EI-
Serag, Rudolph, 2007). As alteragdes genéticas envolvidas no CHC ainda nd3o estdo
completamente esclarecidas. De qualquer forma, sabe-se que, assim como em outros tumores,
o acumulo de diversas alteracdes genéticas apresenta um papel importante na carcinogénese
do CHC (Brose et al, 2000).

A maioria dos casos de CHC ocorre em figados acometidos por hepatopatia cronica e
cirrose - que se caracteriza por inflamacdo cronica persistente, morte hepatocitaria e
proliferagdo ativa dos hepatdcitos residuais para recompor o parénquima, gerando um
ambiente altamente mitogénico e mutagénico. Esse processo culmina com a formacdo de
tecido cicatricial que engloba nddulos de tecido hepatocitario regenerativo. Dentro desses
noédulos regenerativos, distinguem-se subpopulacdes de células monoclonais que acumulam
alteracdes genéticas que podem progredir para formagdo de nddulos displésicos e, por fim,
formacgdo do CHC (Savaglia et al, 2005). Noédulos com displasia de alto grau sdo lesdes pré-
neoplasicas e desenvolvem lesdes malignas em 30% dos casos, no periodo de 1-5 anos
(Thorgeirsson; Grisham, 2002). (Figura 1).

No estudo de Elroy ef al., (2015) foi identificado que o componente hereditario para o
risco aumentado em desenvolver o CHC, esta intimamente ligado ao VHB. Foi observado que

todos os pacientes que desenvolveram CHC apresentavam como fator de risco: o VHB.
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FIGURA 1 — Sequéncia de lesdes celulares culminando no desenvolvimento do CHC (adaptado de Thorgeirsson;
Grisham, 2002).

1.6 Estrogénios e o carcinoma hepatocelular

Os estrogénios influenciam diversas situacdes fisiologicas e fisiopatologicas nos
mamiferos, como reprodugdo, sistema cardiovascular, integridade dssea, sistema hepatico,
cognicdo e comportamento (Nagasue et al, 1986; Numan 2003; Deroo; Korach, 2006). Como
as concentragdes destes hormoOnios sdo diferentes entre homens e mulheres, parte do
dimorfismo sexual observado nesses diferentes sistemas pode ser mediada por acdo destes
esteroides gonadais. Também, ja se tem conhecimento de que os padrdes de expressdo dos
receptores de estrogénios diferem entre espécies, sexo e tecidos.

Como o figado ¢ um o6rgado hormonio-sensitivo pode sofrer influéncia dos diversos
hormdnios presentes no organismo humano, dentre eles, os hormdnios sexuais, como o
estrogénio (Wang et al, 2006). O estrogénio ¢ um hormonio esteroide produzido pelos ovarios
e placenta e, em menores quantidades, pelos testiculos, cértex da supra-renal, cérebro, tecido
adiposo, mama, pele, vasos sanguineos, ossos e cartilagens (Marques, 2011). Embora os
estrogénios sejam produzidos em maior concentragdo em mulheres do que em homens,
diversos trabalhos indicam que estes hormoOnios possuem um papel importante no
crescimento, mineralizacdo e fechamento das epifises de ossos longos; possuem efeito
vasodilatador no sistema cardiovascular, além de agdes em diversos outros tecidos (Sharpe,
1998).

O efeito dos hormonios sexuais na fun¢do e morfologia do figado ja foi destacado em
varios estudos (Nagasue et al, 1986; Kalra et al, 2008), tendo-se em vista a hipotese de que os
mesmos possuem um papel na patogénese da neoplasia hepatica (Paydas et al, 1992). A
literatura aponta uma importante relagao entre o estrogénio e o figado, porém existem poucos
estudos sobre variabilidade genética dos receptores de estrogénio e as hepatopatias. O estudo
realizado por (Yuan et al, 2008) sugere que ndo ha relagdo entre os polimorfismos dos genes
envolvidos na metabolizacdo do estrogénio e risco de CHC. Fatores hormonais desempenham
um papel essencial na carcinogénese através de vias de transdugdo de sinal, da sintese e
metabolismo do estrogénio (Zhao et al, 2012; Gingery et al, 2014). Nos ultimos anos, estudos
epidemioldgicos e genéticos concentram-se em esclarecer a susceptibilidade hereditaria do
cancer, tais como as variagdes em receptores hormonais, considerados os principais para o

desenvolvimento de varios tipos de cancer (Streicher et al, 2014; Lee et al, 2014).
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Avancos recentes na pesquisa da biologia molecular revelam que os hormonios
sexuais desempenham um papel significativo na fisiologia normal de outros 6rgdos além dos
orgaos do sistema reprodutivo através da regulacao da ativacao transcricional. Os estrogénios
influenciam a acdo de varias moléculas envolvidas em processos celulares essenciais como
geracdo de respostas imunes, a proliferagdo celular e a apoptose através de receptores
funcionais localizados nas diversas organelas subcelulares (Kalra et al, 2008). Além disso, o
estrogénio ¢ capaz de afetar a transcrigdo de diferentes genes em diversas linhagens e tipos
celulares, como ja reportado em muitos estudos de DNA Microarray (Souza et al, 2012).

As agdes fisioldgicas do estrogénio ocorrem através de alteracdes celulares, que
podem acontecer por dois mecanismos: O mecanismo gendmico, no qual o estrogénio, apos a
entrada na célula, liga-se a um de seus receptores: ESRI ou receptor de estrogénio 2 (ESR2),
localizados no nucleo. E apds formacao de um dimero com outro receptor de estrogénio (ER),
faz o reconhecimento de sequéncias de DNA na regido promotora de genes responsivos ao
estrogénio, denominadas elementos de resposta ao estrogénio (ERE), ativando ou reprimindo
a transcri¢ao desses genes (Neven, 2002). O ER pode também operar indiretamente por duas
maneiras: através da interacdo proteina-proteina, por meio da proteina ativadora 1 (AP-1) ou
da proteina de especificidade 1 (SP-1) na regido promotora do gene que responde ao
estrogénio; ou através da modulagdo de atividade de outros fatores de transcricdo, como a
Proteina NF-kB (Souza et al, 2012). A acao fisiologica do estrogénio também pode ocorrer
por meio do mecanismo ndo gendmico. Ocorre pela ligacdo do estrogénio a um ER ou a
proteinas de ligacdo de estrogénio localizadas na membrana plasmatica ou adjacente a ela;
neste caso, pode envolver tanto sinalizagdo celular como o funcionamento dos canais de
calcio e potassio, com o aumento dos niveis de Ca+?, de proteinas G e receptores acoplados a
elas, aumento do 6xido nitrico (NO) e ativacdo de quinases PI3K ¢ MAPK (Neven, 2002;
Souza et al, 2012).

Em modelos animais ja foi relatado que o estrogénio apresenta o papel de promotor de
tumores, podendo induzir a hepatocarcinogénese. Uma relagdo entre a expressao de ERs e a
formacao de tumor induzida por estrogénio ja foi demonstrada em camundongos transgénicos
MT-mESR (Zhai et al, 2006). Outro estudo demonstrou que 8% de ratas fémeas que
receberam tratamento de etinil estradiol (EE) por doze meses desenvolveram CHC, revelando,
portanto, que o EE causa mutacao nos hepatdcitos o que leva a formacao de adultos de DNA e
induz o desenvolvimento do cancer nas células afetadas (Kalra ez al, 2008).

Os polimorfismos genéticos podem aumentar a suscetibilidade ao cancer em diversos

casos. Estudo prévios (Lodish et al, 2002; Miceli et al, 2011) sugerem que os estrogénios
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formados localmente no figado podem ser importantes na proliferacdo celular e desta forma
estarem associados ao CHC. Além disso, sugerem que uma mudanga dréstica na expressao de
variantes do receptor de estrogénio esta associada ao CHC. A literatura identifica uma
importante relagdo entre os estrogénios ¢ o figado, porém existem poucos estudos sobre

variabilidade genética dos receptores de estrogénio e hepatopatias.

1.7 Polimorfismos

O desenvolvimento do CHC ¢ um processo complexo, associado ao actimulo de
alteragdes genéticas e epigenéticas, que passa através dos eventos de iniciacdo, promogao €
progressao (Bralet et al, 2002; Cervello; Montalto, 2006). As alteracdes génicas irdo ocorrer
durante ciclos repetidos de divisdo celular, como rearranjos cromossdmicos € associacdo com
mecanismos de reparo de erros no parecamento de DNA deficientes. Todos esses processos
estao relacionados, na maioria das vezes, a uma doencga hepatica cronica subjacente, € podem
resultar em transformacao neoplasica dos hepatdcitos (Gonzalez et al, 2004).

Os polimorfismos, mais especificamente os polimorfismos de nucleotideo unico
(SNPs) sao uma das variagdes genéticas mais estudadas. A frequéncia de alelos variantes para
o polimorfismo genético ocorre em mais de 1% da populagdo. Algumas dessas alteracdes
podem ocorrer em sequéncias nao codificadoras do gene, ndo tendo, na maioria dos casos,
efeitos diretos nas sequéncias de aminoacidos das proteinas; outras sdo possiveis de ocorrer
em sequéncias codificadoras, podendo levar a produgdo de proteinas defeituosas. Deste modo,
em alguns casos o polimorfismo genético pode aumentar a suscetibilidade ao cancer (Lodish
et al, 2002; Balasubramanian et al, 20014).

Muitos genes contém variagdes na sequéncia no genoma humano. Os genes
apresentam localizagdes especificas ao longo do genoma, sendo essa localizagdo denominada
de locus. As sequéncias que ocupam um determinado locus sdo denominadas alelos.
Considerando que um individuo apresenta um par de cada cromossomo autossomico (um
deles de origem paterna e o outro de origem materna), ele apresentara dois alelos em cada
locus, o que determinara o seu genotipo. Se o individuo possui dois alelos distintos, apresenta
o genotipo heterozigoto, mas se hd ocorréncia de dois alelos idénticos, apresenta o genotipo
homozigoto. Em geral, a forma mais comum do gene na popul¢do ¢ chamada de alelo tipo-
selvagem e a sequéncia menos comum ¢ chamada de alelo-raro ou alelo-polimérfico (Butler,

2005).
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Diversos SNPs foram descritos para os genes ESRI/ e ESR2. Ja foram realizados
muitos estudos de associacdo com diversas situagdes fisiologicas e patologicas investigando
algumas dessas variantes, porém muitas vezes com resultados contraditorios. Uma
investigacdo mais detalhada de polimorfismos nos genes ESR/ ¢ ESR2 podem auxiliar na
elucidagdo do papel desses polimorfismos na variabilidade da agdo desses receptores.

O conhecimento sobre a influéncia de diferentes polimorfismos do ER sobre o CHC
pode ser um meio para uma melhor compreensao de sua fisiologia e patogénese. Além de
possibilitar novos caminhos e estratégias para o desenvolvimento de pesquisas futuras em

terapias antitumorais baseadas em antagonistas dos ERs.

1.8 Genes ESRI e ESR2

Existem duas formas descritas para os receptores de estrogénios, ESRI e ESR2, os
quais possuem um padrao de distribuicdo tecido-especifica e sdo codificados por dois genes
distintos localizados em cromossomos diferentes, ESRI e ESR2 respectivamente (Green et al,
1986; Kuiper et al, 1996; Enmark et al, 1997). De acordo com revisdo de Gustafsson (1999) e
Deroo; Korach (2006), os dois receptores sdo encontrados simultaneamente no sistema
nervoso central, sistema cardiovascular, trato urogenital, tecido mamario, tecido adiposo e no
tecido 6sseo, enquanto o tecido gastrointestinal expressa apenas o ESR2 e o figado expressa
principalmente o ESRI. Segundo, Lavarone, 2003, ambas formas de receptores de estrogénio,
ESRI e ESR?2 sdo expressos nos casos de CHC e podem interagir um como outro (Lavarone et
al, 2003).

O papel dos estrogénios na modulagdo das caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas
do figado tornou-se evidente na década de 1970. Em 1978, Duffy & Duffy foram os primeiros
a registrarem a presenca de ER no figado humano normal. Subsequentemente, Molteni et al.
(1979) registraram a presenca de ER em CHC humano. Estudos de hibridizacdo in situ
utilizando uma sequéncia de oligonucleotideos especificos para o ER mostraram a expressao
de mRNA para ER em 11 de 15 amostras de tecido com CHC (Pacchioni et al, 1993).

Os ERs pertencem a uma familia de receptores nucleares que podem regular a
expressdo de diversos genes (Kalra er al, 2008). O ER consiste num fator de transcri¢ao
ativado por ligante, composto por um dominio de ligagdo ao estrogénio ¢ um dominio de
ligacdo de DNA, que pode ser codificado pelos genes distintos ESRI ¢ ESR2, respectivamente

localizados em cromossomos diferentes (Aratjo et al, 2009; Deroo; Korach, 2006). O gene
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ESRI esta localizado no cromossomo 6q25.1 e ¢ composto de oito éxons separados por sete
regides intronicas (Casazza et al, 2010). Atua como um mediador na via de transducdo de
sinal, sendo expresso em uma grande variedade de tipos celulares, além de ter um papel vital
na resposta de acao do estrogénio (Araujo et al, 2009). J& se tem conhecimento de que ¢
responsavel por induzir proliferacdo celular, gerenciar o crescimento celular, programar a
morte celular e acumular mutagdes genéticas durante a divisdo celular através da ligagdo entre
hormonios endogenos quanto com exdgenos no cancer de mama (Li; Xu, 2012). Sabe-se
também que a grande maioria dos efeitos bioldgicos do estrogénio no figado ¢ mediado pelo
ESRI (Yan et al, 2011).

Os ERs possuem, assim como outros receptores da superfamilia de receptores
nucleares, cinco dominios estruturais, os quais sdo denominados A/B, C, D, E e F. O dominio
C (ligagao ao DNA) ¢ a regido que faz o reconhecimento dos elementos de resposta ao
estrogénio na regido promotora de genes responsivos ao hormonio e o dominio E ¢ a regido
onde ocorre a ligagdo dos hormoénios (Zhao et al, 2008). Recentemente, Lin et al. (2007)
identificaram 1.234 sitios de ligacdo do ESRI espalhados no genoma humano. Como o ESR/
apresenta grande homologia com o ESR2 em seu dominio de ligagdo ao DNA (95-97% de
identidade) (Bodo; Rissman, 2006; Zhao et al, 2008), provavelmente esses sitios de ligagao ao
ESRI também podem propiciar a ligacdo do ESR2. A grande quantidade de elementos de
resposta aos estrogénios espalhados no genoma, assim como a ampla distribuicdo anatomica
dos ERs evidenciam que grande parte das agdes fisiologicas destes hormonios nos diversos
sistemas envolvem os receptores estrogénicos.

Dentre os polimorfismos mais estudos para o gene ESRI esta o 152234693, localizado
no primeiro intron do gene ESRI, 397 pares de bases a montante do exén 2. O sitio de
restri¢do para a enzima Pvull do polimorfismo rs2234693 local envolve uma substitui¢do de
nucleotideo de timina por citosina (397 T>C) (Araujo et al, 2009; Wei et al, 2013). Esse
polimorfismo estd localizado em uma regido nao codificante do ESR/ e pode interferir na
modulagdo da transcrigdo desse gene, pois no primeiro intron do gene, onde se localiza o SNP
1s2234693, usualmente estdo localizadas muitas sequéncias regulatorias. Outro polimorfismo
muito estudado e também presente no gene ESRI ¢ o rs1643821 cuja substituicdo de
nucleotideo se da de citosina por timina.

Variagdes nas sequéncias do gene ESR/ sao capazes de alterar a atividade fisiologica e
a estrutura do receptor (Aratjo et al, 2009), alterando a ligagdo de fatores de transcricdo,
influenciando o splicing diferencial do RNAm do gene (Marques, 2011). Essas modificagdes

podem possibilitar diferencas no efeito do estrogénio sobre o desenvolvimento de inumeras
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doencgas. A associa¢do de polimorfismos genéticos do gene ESRI com o risco de patologias
tem sido o objetivo de alguns estudos (Aratjo et al, 2009), sendo que ja foram associados
com fraturas osteopordticas, doencas cardiovasculares, infeccdo cronica pelo VHB e varios
outros tipos de cancer como mama, retal, endometrial, renal e da préstata (Zhai et al, 2006).

A alteragdo na sequéncia do ESRI em uma neoplasia ja foi descrita como um forte
preditor negativo de sobrevivéncia em pacientes com CHC (Kalra et al, 2008). Assim como ja
foi feita a inferéncia de que anormalidades no ESR/ podem ser capazes de estimular a
proliferagdo celular, assim como poderia vir a agir como um promotor tumoral (Gianntrapani
et al, 2006). Alguns estudos, foram capazes de demonstrar associagdo dos polimorfismos do
ESRI com um aumento para o risco de cancer de mama e endometriose (Souza et al, 2012),
além de forte associagdo com o desenvolvimento do cancer de prostata (Zhou et al, 2013).

No entanto, Zhai et al. (2006) estudaram o polimorfismo rs2234693 do gene do ESR]
em pacientes com cirrose hepatica e hepatite cronica B e sugerem que o mesmo polimorfismo
pode conferir maior susceptibilidade para hepatite cronica B. Achados de Liu et al. (2014)
apontam para que o genotipo CC do polimorfismo rs2234693 possui uma maior associagao
com o aumento de suscetibilidade a hepatite B cronica, ao risco de cirrose hepatica e um
aumento de quase 2 vezes do risco do desenvolvimento de CHC quando comparados ao
genotipo TT. Yin ef al. (2004) compararam as frequéncias de variantes de genes que estdo
envolvidos na biogénese, hidroxilacdo e inativagao dos metabdlitos reativos dos estrogénios
em pacientes com CHC, bem como sua relagdo com o risco no sexo feminino. Os resultados
deste estudo sugerem fortemente que o estrogénio desempenha um importante papel na
hepatocarcinogénese no sexo feminino.

Diversos SNPs foram descritos nos genes ESRI e ESR2. Muitos estudos de associacao
com diversas situacdes fisiologicas e patoldgicas, como a doenca cardiovascular, ja foram
realizados investigando algumas dessas variantes, porém muitas vezes com resultados
contraditorios (Almeida; Hutz, 2007). As variantes mais comumente estudadas no ESR/ sdo o
1VS1-397T>C e o IVSI-3514A>G no primeiro intron e a mutagdo silenciosa +26/G>C no
éxon 1, enquanto que, no ESR2, dois polimorfismos bastante estudados e com possiveis
implicacdes funcionais sdo o 1082G>A, uma mutacdo silenciosa no éxon 5, e o0 1730A>G na
regido 3’ ndo traduzida do gene. No entanto, como muitas vezes os estudos que visam replicar
achados anteriores na associacdo desses polimorfismos nos genes ESRI/ e ESR2 tém
encontrado associagdes em diregdes opostas (Almeida; Hutz, 2007), uma investigagdo mais
detalhada de outros polimorfismos nesses genes pode auxiliar na elucidacdo do papel desses

polimorfismos na variabilidade da agao desses receptores.
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Quando estudos de associacdo de polimorfismos genéticos apresentam resultados
contraditérios e em diferentes amostras, pode-se estar evidenciando que diferentes variantes
estdo agindo em conjunto ou que a verdadeira variante genética que ocasiona alteracdo na
expressdo ou na estrutura desses receptores pode estar em desequilibrio de ligacdo parcial
com a variante estudada. Recentemente, Nilsson et al. (2007) investigaram 23 tag-SNPs no
ESRI e 11 tag-SNPs no ESR2, cobrindo a maior parte da variagao haplotipica de cada gene,
de acordo com os dados do HapMap. Os dados desse estudo e do HapMap indicam que o
gene ESR1 possui nove blocos haplotipicos € o gene ESR2 possui 3 blocos. A investigagao de
um SNP dentro de cada bloco haplotipico, nos dois genes, pode auxiliar no esclarecimento de
em qual ou quais blocos haplotipicos estdo localizadas as variantes verdadeiramente

funcionais.
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a elevada prevaléncia do CHC e o impacto que promove na sobrevida
dos pacientes, torna-se fundamental que se busque maior entendimento do comportamento
biologico desta doenca, pois o conhecimento de sua patogénese molecular ainda ¢ limitado.

Com base nas escassas op¢des de tratamento com intengdes curativas que estdo
disponiveis para o CHC, estudos moleculares baseados em perfis genéticos podem ser
utilizados para predizer progndstico e resposta terapéutica, com potencial benéfico para os
pacientes, através da identificagdo de marcadores que permitam a detecg¢ao precoce da doenga
e que possam informar sobre estratégias de tratamento adequadas. A realizagdo de pesquisas
que ajudem na compreensdo de fatores que possam atuar no funcionamento do CHC, dentre

eles os genéticos, sdo de extrema importancia e interesse para a comunidade cientifica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a associacdo de polimorfismos dos genes ESRI e ESR2 com a

suscetibilidade ao CHC em conjunto com fatores etioldgicos ja estabelecidos.

3.2 Objetivos especificos

Analisar a associacdo dos polimorfismos rs2234693, rs1643821 e rs3020432 do gene
ESRI com o CHC.

Analisar a associagdo dos polimorfismos rs4986938, rs4365213 e rs17179740 do gene
ESR2 com o CHC.

Analisar os polimorfismos investigados com parametros como idade, género, etiologia
na suscetibilidade ao CHC.

Comparar a expressdo do ER através da técnica de imuno-histoquimica em pacientes

caso e controle.
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Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary tumor of liver and its incidence continues
to increase worldwide. HCC is a disease with multifactorial causes and genetic variability has been dis-
cussed as a risk factor for its development. Liver is a hormone-sensitive organ and therefore is influenced
by gonadal hormones, such as estrogen. Estrogen is known to participate in various biological functions,
but its role in development of HCC, on the other hand, is controversial and presents evidence suggesting a
role as both a carcinogen and protective effect in liver. Estrogen way of action is mediated by estrogen
receptor alpha (ERx) and estrogen receptor beta (ERp), that belong to a family of nudear receptors that
may regulate the expression of many genes. The ER subtypes exert a variety of roles in many stages of
liver disease and may play a part in the process of signal transduction, according to some studies.
However, the many functions of ER subtypes in hepatic diseases, in special of the ERp, are yet to be
clarified.

The genetic modifications related to HCC are not yet fully clarified and accumulation of multiple
genetic alterations appears to have an important role in carcinogenesis of HCC. The presence of some cer-
tain single nucleotide polymorphism ( SNP) may have a functional repercussion related to final product of
a gene, which can be measured and may participate in some alterations related to a pathological
condition.

Our hypothesis is based on the fact that liver tissue express ER and its different variants exert multiple
functions in various stages of liver disease and participate in an extremely complicated signal transduc-
tion process, therefore we believe that the presence of one or more SNPs of ESR1 and ESR2 genes may be
related with the increase of risk in developing and the severity of HCC, as well as in the response to dif-
ferent treatments. The confirmation of our hypothesis by scientific studies may provide knowledge of
markers that act as prognostic factors of this disease, as well as enabling alternatives to development
of anti tumoral therapies.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Hepatocellular carcinoma

etiological agents to HCC are liver diseases related to hepatitis B
virus (HBV), hepatitis C virus (HCV) and alcohol intake. Other
causes are also related, representing a minor global impact, and
are nonalcoholic steatohepatitis (NASH), hemochromatosis, expo-

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary
tumor of liver and its incidence continues to increase worldwide,
especially in areas with low incidence [1]. HCC is a disease with
multifactorial causes where 95% of patients have underlying
chronic liver diseases, particularly of viral etiology [2.3]. The main
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RS, Brazil. Tel.: +55 51 3303 8751.
E-mail address: giovenardi.marcia@gmail.com (M. Giovenardi).
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0306-9877 @ 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

sure to B1 aflatoxin, autoimmune hepatitis, primary biliary cirrho-
sis and some hepatic metabolic diseases [4,5].

The incidence of HCC varies considerably according to geo-
graphical region. In Asia and Africa, HBV is the predominant risk
factor, whereas in the west and in Japan, HCV is the most relevant
factor. The age group with the highest prevalence in the United
States and Europe is between the 6th and 7th decade, whereas in
areas of high incidence, tumor occurs in younger patients, between
the 3rd and 5th decades [1,5,6]. In Brazil, annual incidence of HCC
is 2.9% and the main causes were associated with HCV, HBV and
alcohol [3].
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Genetic variability has been discussed as a risk factor for devel-
opment of HCC, since many of patients exposed to known environ-
mental risk factors never develop cirrhosis or HCC, whereas a
significant minority of cases of the disease has developed HCC
without presenting any risk factor [7].

Epidemiological studies indicate that incidence of HCC is higher
in men than in women, and the risk of HCC is 2-7 times higher in
men, though this ratio varies between different countries. This is
mainly for three reasons: (a) men would be more exposed to hep-
atic carcinogens (tobacco or alcohol) and hepatitis B virus infec-
tions; (b) the effects of estrogen may suppress the inflammatory
process mediated by interleukin-6 (IL-6) in women, reducing hep-
atic injury and the compensatory proliferation of hepatocytes; and
(c) the effects of testosterone may increase signaling androgen
receptor in men, promoting proliferation of hepatocytes [5,8].
Given this characteristic gender-specific, significantly relevant,
study of the role of sex steroids and their relationship with HCC
is of great importance, since the mechanisms of action of these
hormones in development of HCC are still poorly understood [8].

Estrogen receptors

Liver is a hormone-sensitive organ and therefore is influenced
by gonadal hormones, such as estrogen [9]. Estrogen is a steroid
hormone produced in greater amounts by ovary and placenta,
and in lower quantities, by testicles, cortex of the adrenal, brain,
adipose tissue, breast, skin, blood vessels, bone and cartilage
[10]. It is known to participate in various biological functions such
as growth, differentiation and metabolism in mammals [ 11], repro-
duction, bone integrity, cardiovascular function and liver function
[12-14].

The role of estrogen in development of HCC is controversial and
presents evidence suggesting a role as both a carcinogen and pro-
tective effect in liver [15-17].

The estrogen way of action is mediated by two receptors: estro-
gen receptor alpha (ERa) and estrogen receptor beta (ERB), that
belong to a family of nuclear receptors that may regulate the
expression of many genes [8]. The estrogen receptor (ER) is a tran-
scription factor activated by ligand, which is composed of one
estrogen binding domain and one DNA binding domain. ERx and
ERp are encoded by distinct genes ESRI and ESR2, respectively,
and are located on different chromosomes [11,14]. Both ER sub-
types are expressed in HCC and interact with each other [18].
The ER subtypes exert a variety of roles in many stages of liver dis-
ease and may play a part in the process of signal transduction,
according to some studies [19]. However, the many functions of
ER subtypes in hepatic diseases, in special of the ERp, are yet to
be clarified and have been object of studies for a long time
[19,20]. The majority of biological effects of the estrogen in the
liver is also known as mediated by ERx [21] and that it presents
different isoforms and their expressions vary depending if tissue
is healthy, cirrhotic or with HCC [22]. The process by which ER sub-
type pattern expression, and its isoforms pattern expression, mod-
ifies in hepatocarcinogenesis, tough, is yet to be elucidated [19].

Estrogen receptors isoforms

As explained above, ER has two subtypes of receptors: ERx and
ERp. However, due to the splicing mechanism, the two subtypes of
receptors may have different isoforms, since modification of pre-
mRNA is capable of generating multiple products, diversifying
the pattern of proteins produced [23,24]. The role and influence
that these isoforms may play in signaling of ERs is still being stud-
ied [24].

In humans, more than twenty isoforms to ERx has been
described in some tumors. Both ERo46 and ER%36 are the most

studied isoforms. ER%46 isoform appears to be related with cell
cycle arrest in the GO/G1 phase and a state of refraction to E2 stim-
ulated growth, which is normally reached at hyperconfluency of
cells [24]. It also appears to be involved in the role of inhibiting
others transcripts involved in cell cycle control. ER«36, in turn,
appears to be related to an increase of cell proliferation by
MAPK-ERK activation [24].

As for ERp, at least five isoforms has been described in human
tissue, however its functional significance is not yet well under-
stood [24]. Among the isoforms, stands out ERB2 as the best stud-
ied. Its role appears to be associated with inhibition of ERx. A
possible process suggested by authors is that, by degradation of
ERa by ERp2, occur less recruitment of ERo by estrogen-
responsive promoters and that could leave to a suppression of
genes responsible for ERx regulation [25].

Estrogen receptors and genetic variability

The genetic modifications related to HCC are not yet fully clar-
ified. But, such as in others tumors, accumulation of multiple
genetic alterations appear to have an important role in carcinogen-
esis of HCC [26].

Genetic polymorphisms are DNA sequence variations, which
the least common allele must have a frequency of 1per cent or
more in the population. One of the most studied types is single
nucleotide polymorphism (SNP), which is resulting of a single
nucleotide substitution. The presence of some certain polymor-
phisms may have a functional repercussion related to final product
of a gene, which can be measured and may participate in some
alterations related to a pathological condition. Thus, in some cases,
a genetic polymorphism may increase susceptibility to cancer [27].

Several polymorphisms have been described to ESRI and ESR2
genes and some studies demonstrated a clear association of some
polymorphisms, as rs2234693 and rs9340799, with risk of breast
and endometriosis cancer development ([28], see review in [18]),
and a consistent association with development of prostate cancer
(see review in [18]). In these cases, literature indicates that poly-
morphisms in genes involved with metabolic pathway of sex hor-
mones may alter the exposure of body to exogenous sex hormones
and affect the risk of tumor development. In addition, these genetic
variations are pointed as possible contributors to aberrant expres-
sion of ERs, by modifying its structure and mechanism of action,
which may be related to increased risk for such cancers ([28],
review in [18]). Nonetheless, just a few studies on genetic variabil-
ity of ERs and liver diseases were performed, besides, studies that
aim to replicate previous findings of these associations, for various
reasons, have found contradictory results [29].

In animal model, estrogen has been described as a tumor pro-
moter, having the possibility of inducing hepatocarcinogenesis. A
relation between ERs expression and estrogen-induced tumor for-
mation was demonstrated in MT-mESR transgenic mouse [30].
Another study demonstrated that 8 per cent of female rats that
received ethinyl-estradiol (EE) treatment for twelve months devel-
oped HCC, therefore revealing that EE causes mutation of hepato-
cytes that leads to adducts DNA formation and induces
development of cancer in affected cells [8].

On the other hand, a genetic variation, such as a SNP, not always
will lead to a modification of receptor structure and, consequently,
lead to an effect. The lack of association between SNPs and cancer,
for example, can be found in some studies that showed rs9340799
polymorphism had no association with the risk to HCC [30,31], as
well as rs1801132 polymorphism had no association of cancer risk,
in pooled analysis, in another study (see review in [32]). The
rs2077647 variant, however, showed association with risk to HCC
development, but not for others cancers such as colorectal, breast
and prostate cancer (see review in [32]).

43
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A more detailed investigation of polymorphisms of the genes
cited above and its relation with HCC are of great importance
and clinical relevance since it could help to elucidate the role of
these polymorphisms in the variability of these receptors action.

Hyphothesis

ERs polymorphisms may be related to alteration of its receptors
activity and expression, by changing sequence of binding of tran-
scription factors or by influencing in the alternative splicing of
mRNA. Thereby, alternative splicing generates stable protein trans-
lation with different abilities of binding to estrogen, translocation
to nucleus and interaction with DNA [33], which could generates
changes in receptor structure and physiologic activity [11].

Therefore, our hypothesis is based on the fact that liver tissue
express ERs and its different variants exert multiple functions in
various stages of liver disease and participate in an extremely com-
plicated signal transduction process, therefore we believe that the
presence of one or more SNPs of ESRI and ESRZ genes may be
related with the increase of risk in developing and the severity of
HCC, as well as in the response to different treatments.

Thus, more conclusive studies and evidences in this topic
become essential since the expression of the ERx variants could
serve as a potential prognostic indicator for HCC, providing a novel
target for HCC treatment and improving patient response in the
already existence therapies.

Integrating the hypothesis

According to our hypothesis, a modification in important
sequences of ESR1 and ESR2 genes may increase susceptibility to
HCC, since genetics variations can modify proteins expression
andfor activity and, consequently, its effect on cellular environ-
ment. Besides, it is necessary to consider that the pattern of expres-
sion of different ERx variants, changes when we compare healthy
hepatic tissue with unhealthy one. Thereby, these differences in
expression pattern could be used as a consistent predictor to
HCC carrier patient [19]. Previous study [19] showed that individ-
uals with healthy liver have high expression pattern of ERu-36; cir-
rhotic patients have moderate expression pattern of ERx-66, ERx-
46 and ERo-36; patients with HCC don't have expression of ERu-
66, but have a moderate expression of ERx-46 and a high expres-
sion of ERa-36.

Further, along with genetic variability of the individual, we add
other risk factors that participate in the process of carcinogenesis,
such as, lifestyle, exposure to viruses, chronic inflammatory pro-
cesses, among others.

In this context, any agent that leads to a chronic liver injury and,
eventually to cirrhosis is a potential oncogenic agent to HCC [34].
HCV, HBV and excessive alcohol intake are some of the factors that
can influence in risk of developing HCC, besides NASH and others
causes to cirrhosis are considered risk factors to HCC [3]. The most
frequent risk factor is HBV, being responsible for more than half of
the cases of HCC in the world, taking into account the ability of the
virus in inducing DNA damage [35]. In turn, HCV is the leading
cause of HCC in occidental countries, including USA and Brazil
[3.5,34]. Alcohol, on the other hand, has the main role of accelerat-
ing progression of fibrosis in patients with hepatitis B and C, hav-
ing, so, a synergistic effect [9,34]. Alcoholic disease is the second
most important risk factor to HCC in occidental countries, after
HCV [5].

The gender influence is another topic to be highlighted in this
etiology. An increase in incidence of HCC in men comparing to
women seems to consistently exist. Worldwide, incidence rates
vary between 1.4 and 3.3 and about 157 registries pointed that

incidence rate of HCC, adjusted by age, to men presents a correla-
tion coefficient of 0.953; p < 0.001 [4]. Similarly, the risk factor for
men is higher than to women when incidence rate is adjusted to
others risk factors such as smoking, viruses’ hepatitis and cirrhosis
[1]. In countries with higher HCC incidence, gender disparity tends,
even more, to men [4]. Initially, the main thought was that this
gender disparity was only behavioral, since men are more exposed
to risk factors because they have more alcohol intake and contract
more commonly HCV and HBV when compared to women. How-
ever, studies [36] performed in animals pointed that an increase
of 2-8 times of the risk of developing HCC in male mice appears
to exist.

Studies demonstrated molecular evidences of carcinogenic
effect of both sexual hormones. Knockout mice to androgen recep-
tor (AR) expression in hepatocytes decreased development of HCC
induced by diethylnitrosamine (DEN), suggesting that the activa-
tion by androgen receptor increases risk to HCC [37]. In HCC model
of treated mice with DEN, a protective effect in hepatocytes, medi-
ated by estrogen, from development of carcinogenesis, by inhibit-
ing the IL-6 clearance by Kupffer cells, was demonstrated. Thus,
gender difference in development of HCC may be attributed to both
steroids hormones with distinct pathways of action in each gender
and, therefore, steroids hormones receptors, and its ligands, may
be included in the risk evaluation of developing HCC [37].

Consequences of the hypothesis and discussion

The literature discuss an important relation between genetic
variability and HCC, however, very few studies are about genetic
variability of ERs and liver diseases. Some association studies
between SNPs with a lot of physiological and pathological situa-
tions have been performed investigating some of these variants,
although with contradictory results, one time having protector role
another time as a risk factor. In order to elucidate this divergence,
more detailed investigations of various polymorphisms in ESRT and
ESR2 genes and its association with increased risk of developing
HCC are necessary.

HCC has a significant relevance in the context of world’s health,
because is the 5th most common malignancy of world e it is the
second cause of death by cancer. In Brazil, HCC is in the 8th place
in the list of tumors that more lead to death. Therefore, the perfor-
mance of studies that may help in comprehension of HCC acting
and its variables, as well as genetic susceptibility to HCC, is of great
interest and importance.

It is interesting to consider that the if finding of Shi et al. (2014)
is a way to predict, if we find polymorphisms related to receptors
isoforms, this can become an easier method to evaluate a polymor-
phism. Thus, it could be turned in an idea to be used as prognostic
that could, by this finding, induce behavioral changes in individu-
als with higher genetic risk.

The confirmation of our hypothesis by scientific studies may
provide knowledge of markers that act as prognostic factors of this
disease, as well as enabling alternatives to development of anti
tumorals therapies based in estrogen receptors antagonists and
improving the already existing therapies.
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RESUMO

INTRODUCAO: O carcinoma hepatocelular (CHC) é a neoplasia hepatica que representa o
sexto tumor maligno mais frequente no mundo. A variabilidade genética tem sido discutida
como fator de risco para o desenvolvimento do CHC, sendo os polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) os mais estudados. Diversos estudos destacaram o efeito dos hormonios sexuais
na fungdo hepatica, sendo importante investigar a influéncia de polimorfismos nos receptores
de estrogénio e o risco para 0 CHC. OBJETIVOS: Avaliar a associagdo de trés SNPs do gene
ESRI (rs3020432, rs1643821, 1s2234693) com a suscetibilidade ao CHC em conjunto com
fatores etioldgicos ja estabelecidos. METODOS: Foram coletadas amostras de espécimes
hepaticos armazenados em blocos de parafina de 92 pacientes casos e 103 pacientes controles,
sem a doenca e submetidos a biopsia hepatica. Foi utilizada a extracdo de DNA, a
quantificagdo por espectrofotometria e a analise dos SNPs por discriminagao alélica utilizando
sondas de hidrélise (TagMan®) em um termociclador em tempo real. A comparagio das
frequéncias genotipicas entre os grupos caso e controle foi realizada pelo teste de Qui-
quadrado de Pearson. Para a andlise multivariada foi utilizada a regressdo logistica e as
analises foram ajustadas utilizando como covaridveis sexo e virus da hepatite C (VHC).
RESULTADOS E DISCUSSAO: O sexo masculino foi o mais prevalente representando
70,7% dos pacientes no grupo caso e 70,9% no grupo controle. A média de idade foi de
56,749,0 anos no grupo caso e de 50,9+11,8 anos no grupo controle. A presenga de cirrose e
VHC foi mais frequente nos casos do que nos controles. O gendtipo G/G do rs3020432, os
portadores do alelo T do rs1643821 e portadores do alelo do C do rs2234693 foram mais
frequentes no grupo caso do que no grupo controle (p<0,001, p=0,001 e p=0,002,
respectivamente). A andlise multivariada revelou um aumento de risco para o CHC do
geno6tipo G/G do rs3020432 (OR = 4,43; 95% CI 1,91-10,26; p=0,001), da presenca do alelo
T do rs1643821 (OR = 2,69; 95% CI 1,18-6,14; p=0,018) e da presenga do alelo C do
152234693 (OR = 2,41; 95% CI 1,17-4,94; p=0,017). A presenca de VHC identificou um
aumento de risco de 4,99 vezes maior de desenvolver o CHC (95% CI 2,50-10,00; p < 0,001).
CONCLUSAO: Portadores do genétipo G/G do rs3020432, do alelo T do rs1643821 e do
alelo C do rs2234693 do gene ESRI apresentaram maior risco de desenvolver CHC.

Palavras chaves: carcinoma hepatocelular, receptor de estrogénio 1, gene ESRI.
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INTRODUCAO

O Carcinoma Hepatocelular (CHC) ¢ classificado como a neoplasia hepatica mais
comum, representando de 85 a 90% dos tumores malignos que acometem esse 6rgao (Govaere
& Roskams, 2015). O CHC ¢ o sexto tumor maligno mais frequente no mundo (Govaere &
Roskams 2015; El-Serag, 2012), sendo considerado a segunda causa de morte relacionada ao
cancer (Ferlay et al., 2015). No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (Inca),
mais de 8 mil mortes por ano sdo causadas pelo CHC, sendo mais de 5 mil mortes somente no
sexo masculino (Inca, 2015).

As doengas cronicas hepaticas progridem mais rapidamente para cirrose no sexo
masculino, sendo que a incidéncia do CHC ¢ maior em homens do que em mulheres, com
uma razao homem/mulher entre 2:1 e 4:1 (Kalra et al., 2008). Essa diferenca pode ser
justificada pelo fato de que os homens estdo mais expostos, do que as mulheres, aos fatores de
risco, como a infeccdo pelos virus hepaticos (El-Serag & Rudolph, 2007). O figado ¢ um
orgdo hormonio-sensitivo, sendo suscetivel a hormdnios sexuais, como o estrogénio (Lok,
2004). O papel dos estrogénios na modulagdo das caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas
do figado tornou-se evidente na década de 1970. Duffy & Duffy (1978) foram os primeiros a
registrarem a presenga de receptores de estrogénio (ER) no figado humano normal.
Subsequentemente, Molteni ef al. (1979) registraram a presenca de ER em CHC humano.

A fun¢do dos estrogénios no desenvolvimento do CHC ainda ndo estd completamente
elucidada, e diferentes estudos sugerem tanto um papel prejudicial quanto protetor do figado
(Omoya et al., 2001; Farinati et al., 2002; De Maria et al., 2002). Alguns estudos mostraram
que o estrogénio tem capacidade de suprimir a fibrose e estimular o processo de apoptose dos
hepatocitos, atuando, dessa maneira, como um agente anticancerigeno (Liu et al., 2014).

Os ERs sdo conhecidos como alfa (o) ou 1 e beta () ou 2, sendo codificados por dois
genes diferentes (Snoj et al., 2012). Os ERs sao membros de uma familia de reguladores de
transcricdo de genes alvo (Kalra et al., 2008), sendo expressos em uma grande variedade de
tipos celulares (Araujo et al., 2009) e sendo capazes de afetar a transcricdo de diversos genes
em diversas linhagens e tipos celulares, como ja reportado em estudos de DNA Microarray
(Souza et al., 2012). As muitas fungdes dos subtipos de ERs em doencas hepaticas, ainda nao
estdo totalmente esclarecidas e tém sido objeto de estudos (Shi et al., 2014; Bruix et al.,
2014). O gene do receptor de estrogénio o (ESRI) estd localizado no cromossomo 6q25.1, ¢
composto de oito éxons separados por sete regides intronicas (Casazza et al., 2010).

Variagdes na sequéncia do gene ESRI sdo capazes de alterar a expressao e/ou a estrutura do
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receptor, modificando a atividade fisiologica do mesmo (Araujo et al., 2009) e,
consequentemente, estarem associadas com diferenca na suscetibilidade ao desenvolvimento
de doengas, entre elas o CHC.

A variabilidade genética ¢ discutida como fator de risco, uma vez que, em alguns
casos, as variagdes genéticas podem aumentar a suscetibilidade ao desenvolvimento do cancer
(Brose et al., 2000; The Human Genome, 2011). Diversos pacientes que sdo expostos a
fatores de risco ambientais j& conhecidos, poderdao nunca desenvolver cirrose ou CHC. Ao
passo que uma minoria de casos de CHC acaba desenvolvendo a doenca sem se expor aos
fatores de risco (El-Serag & Rudolph, 2007). A maioria dos casos de CHC ocorre em figados
j& acometidos por hepatopatia cronica e cirrose, sendo que o desenvolvimento do CHC ¢ um
processo complexo, associado ao acumulo de alteragdes genéticas e epigenéticas, que passa
através dos eventos de iniciacdo, promocao e progressao (Bralet et al., 2002; Cervello &
Montalto, 2006).

Alguns estudos ja descreveram a associagdo entre os polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) 152234693 e 159340799 do ESRI e o CHC, mas os resultados sao inconsistentes
e muitas vezes contraditorios (Kalra ef al., 2008; Giannitrapani et al., 2006; Yuan et al., 2008;
Zhai et al., 2006; Liu et al., 2014). Trabalhos prévios de Zhai et al. (2006) e Liu et al. (2014)
mostraram que os SNPs 19340799 e rs1801132 do gene do ESRI nao estdo associados com o
risco de CHC. Por outro lado, um estudo analisou o SNP rs2077647 e encontrou associacao
com o risco para o desenvolvimento de CHC, mas ndo encontrou associagdo deste SNP com
outros tipos de canceres, como: colo-rectal, mama e cancer de prostata (Sun et al., 2015).

Devido a alta incidéncia do CHC, o prognostico desfavoravel e a limitacdo de
tratamentos atualmente existentes, estudos que identifiquem os processos de carcinogénese e
marcadores moleculares sdo necessarios para auxiliar na detec¢do precoce da doenga. Como o
papel dos estrogénios e das variantes genéticas relacionadas ao seu mecanismo de acdo ainda
ndo estdo bem estabelecidas em relacao a suscetibilidade ao CHC, neste estudo pretendemos
avaliar a associacao de trés SNPs do gene ESRI (rs3020432, rs1643821, rs2234693) com a

suscetibilidade ao CHC em conjunto com fatores etioldgicos ja estabelecidos.

METODOS

Pacientes

A amostra foi constituida de 195 pacientes brancos com doencas hepaticas, destes 92

com diagnostico de CHC (casos) e 103 sem diagndstico de CHC (controles). As amostras
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foram constituidas de espécimes hepaticos armazenados em blocos de parafina de pacientes
provenientes da Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre. As mesmas estavam
estocadas no Laboratoério KCM, sob a responsabilidade de um médico patologista. A selecao
de pacientes foi limitada entre o periodo de 2005 a 2013 com o intuito de utilizar material
com menos de 10 anos de preservacdo em parafina e que tenham sido submetidos a processos
de fixacdo mais adequados para o uso em biologia molecular. Os critérios de inclusdo para o
grupo caso foram: pacientes com o diagnostico anatomopatolégico de CHC. E os critérios de
inclusdo para o grupo controle, foram: pacientes sem o diagndstico anatomopatolégico de
CHC e que realziaram biopsia hepatica Como critério de exclusdo teve-se: amostras com
excesso de necrose e com uma quantidade insuficiente de tecido hepatico para a extragdo de
DNA.

Os sujeitos que concordaram em participar do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da

Universidade Federal de Satude Ciéncias de Porto Alegre com o parecer de nlimero 1785/12.

Preparaciao da Amostra, Extracdo e Quantificacio do DNA

As amostras parafinadas foram cortadas em fragmentos de 4 pum sendo utilizado
micrétomo e navalhas proprias EasyPath® (Erviegas, S3o Paulo). O material resultante dos
cortes foi armazenado em tubos de 1,5 ml Eppendorf® (Eppendorf AG, Alemanha, DE) e
mantido a - 20°C até o momento da extragdo de DNA.

As amostras foram desparafinadas empregando xilol e etanol e o DNA foi extraido
com o Kit de Extragdo Bioneer (Bioneer Corporation, EE.UU.) de acordo com estudos ja
publicados (Shin et al., 2014). Todo o processo de extragao de DNA foi realizado conforme a
indicacdo do fabricante. A integridade e a quantidade de DNA de cada amostra foram
analisadas por espectrofotometria pelo aparelho NanoDrop® (NanoDrop Technologies,

Wilmington, USA). O DNA extraido e quantificado foi armazenado a - 20°C.

Analise dos SNPs

Informacgdes genotipicas do ESRI foram visualizadas no Banco de dados HapMap em
Fevereiro de 2011 (NCBI International HapMap Project). Foram selecionados 3 SNPs do
gene ESRI(rs3020432, rs1643821 e rs2234693) com base nos dados prévios do nosso
laboratério e apresentados no estudo de Smiderle ef al., (2015), Os SNPs selecionados,
apresentaram a distribuicdo das frequéncias genotipicas de acordo com esperado para

equilibrio de Hardy-Weinberg. Para a identificacdo molecular dos polimorfismos foi utilizada
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a técnica de PCR em tempo real com sondas de hidrélise utilizando os ensaios TagMan®
C 2525155 10, C 3163600 10 e C 3163590 10, respectivamente, em termociclador Step
One Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Analise Estatistica

As varidveis quantitativas foram apresentadas em média e desvio padrao e as variaveis
categoricas foram apresentadas em frequéncia absoluta e relativa. O desequilibrio de ligagao
(LD) foi estimado utilizando o algoritmo Haploview, o LD foi considerado forte quando D’ (a
magnitude relativa do D comparado ao seu méaximo tedrico calculado D/Dmax) > 0,9. A
comparagdo da idade foi realizada com o teste t para amostras independentes. Foi realizado o
teste 2 para verificar se a distribui¢do das frequéncias genotipicas estavam de acordo com o
esperado para populagdes em equilibrio de Hardy-Weinberg. Todas as analises foram
realizadas usando software SPSS (versdo 18,0, Chicago, IL, USA). Devido ao reduzido
tamanho dos grupos gerados pelo diferentes genotipos, os individuos foram classificados da
seguinte forma: rs3020432 homozigotos G/G versus os portadores do alelo A, rs1643821
homozigotos C/C versus os portadores do alelo T e rs2234693 homozigotos T/T versus os
portadores do alelo C. A comparacao das frequéncias genotipicas dos polimorfismos
analisados entre os grupos caso e controle foi realizada pelo teste de Qui-quadrado de
Pearson, com corre¢do de Yates. Para a anélise multivariada utilizamos a regressao logistica,
pelo método enter, e todas as analises foram ajustadas utilizando como covaridveis sexo e a

presenga de VHC. Consideraram-se significativos valores de p<0.05.

RESULTADOS

Caracterizacao da amostra

As principais caracteristicas da amostra estdo apresentadas na Tabela 1. A média de
idade no grupo caso foi de 56,7£9,0 anos e no grupo controle foi de 50,9+11,8 anos
(p<0,001). O sexo masculino foi o mais prevalente representando 70,7% dos pacientes no
grupo caso e 70,9% no grupo controle (p=1,00). Para cada paciente encontramos mais de uma
comorbidade diagnosticada. As etiologias mais frequentes foram a presenga de cirrose em
91,3% pacientes do grupo caso e 75,7% pacientes do grupo controle (p=0,007) e a infec¢dao
pelo virus da hepatite C esteve presente em 79,3% do pacientes do grupo caso e em 40,8%

dos pacientes no grupo controle (p<0,001).



53

Frequéncias dos SNPs e desequilibrio de ligacao

As frequéncias alélicas dos tag-SNPs estudados (rs3020432, rs1643821 e rs2234693)
sao demonstradas na Tabela 2, assim como os seus tagged-SNPs. Nao foi detectado
desequilibrio de liga¢do entre os SNPs estudados, os valores de D’ variaram entre 0,2 e 0,16.
A frequéncia alélica para o SNP rs3020432 foi de 58% para o alelo (G) no grupo caso e de
34% para o alelo (G) no grupo controle. Para o SNP rs1643821 foi de 62% para o alelo (T) o
grupo caso no e de 43% para o alelo (T) no grupo controle e, para o SNP rs2234693 foi de
49% para o alelo (C) no grupo caso e de 33% para o alelo (C) no grupo controle. A frequéncia
alélica em Descendentes Europeus para o SNP rs3020432 foi de 34% para o alelo (G), para o
SNP rs1643821 foi de 39% para o alelo (T) e, para o SNP 152234693 foi de 42% para o alelo
(C). A frequéncia alélica em Descendentes Africanos para o SNP rs3020432 foi de 69% para
o alelo (G), para o SNP rs1643821 foi de 66% para o alelo (T) e, para o SNP rs2234693 foi de
57% para o alelo (C) (1000 Genomes Project Consortium, et al., 2012).

Associaciao do ESR1

A tabela 3 apresenta as frequéncias genotipicas dos SNPs rs3020432, rs1643821 e
152234693 nos grupos caso e controle. No grupo caso a homozigose G/G para o polimorfismo
rs3020432 foi mais frequente do que no grupo controle (37,0% versus 11,7%,
respectivamente, p<0,001). Para o polimorfismo rs1643821 os portadores do alelo T foram
mais frequentes entre casos (87,0%) do que entre controles (66,0%; p=0,001). Enquanto que
para o polimorfismo rs2234693 os portadores do alelo C foram mais frequentes entre os
individuos do grupo caso (75,0%) do que no grupo controle (53,4%; p=0,002).

Quando estes polimorfismos foram analisados em conjunto, por regressdo logistica
multivariada, ajustando por sexo e VHC, o genotipo G/G do polimorfismo rs3020432 esté
associado com um aumento de risco ao desenvolvimento do CHC (OR = 4,43; 95% CI 1,91-
10,26; p=0,001), as presengas dos alelo T do polimorfismo rs1643821 e C do polimorfismo
152234693 também demonstraram um aumento do risco para desenvolver a doenga (OR =
2,69; 95% CI 1,18-6,14; p = 0,018) e (OR = 241; 95% CI 1,17-4,94; p=0,017),
respectivamente, quando comparados com individuos ndo portadores destes alelos. Quando
inseridas no modelo com os preditores, sexo e VHC, apenas a infeccao por VHC permaneceu

aumentando o risco para o CHC (OR=4,99; 95% CI 2,50-10,00; p<0,001).

DISCUSSAO
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Nossos resultados mostraram que na amostra analisada encontramos uma
predominancia do sexo masculino. Conforme ja citado anteriormente, de acordo com Kalra et
al., (2008) a incidéncia do CHC ¢ maior em homens do que em mulheres. Uma hipdtese que
poderia explicar esta prevaléncia seria a de que o estrogénio apresenta um efeito protetor, uma
vez que, a frequéncia de CHC apresenta-se maior em homens e mulheres poés-menopausa
quando comparadas a mulheres pré-menopausa (Shimizu et al., 2007; Wands, 2007). Em
outro estudo que avaliou o prognostico de pacientes cirrdticos submetidos a resseccao
hepatica, também foi encontrada maior prevaléncia do sexo masculino e idade média de 62,1
anos. Em rela¢do ao parametro idade, podemos sugerir que este parece ndo ter influéncia
direta com o desenvolvimento de CHC. O que podemos identificar ¢ que o desenvolvimento
da doenga acontece por volta da quinta década de vida, o que ja ¢ observado no
desenvolvimento de outros tipos de cancer, sendo uma factivel explicacdo o acimulo de
alteragdes genéticas e exposicdes aos fatores de risco ao longo da vida do individuo.

Diversos estudos corroboram os nossos resultados e mostram que a etiologia do CHC
estd relacionada principalmente com a cirrose e a infeccdo pelo VHC (Silvia et al., 2008;
Davis et al., 2008; El-Serag & Rudolph, 2007). Fassio et al., (2014), realizaram um estudo
prospectivo e multinacional na América Latina e observaram que a etiologia do CHC estava
relacionada com a infeccdo pelo VHC (36,6% dos casos). Um estudo caso-controle, realizado
no Oriente, que estudou variavéis demogréaficas, clinicas e caracteristicas viroldgicas em 414
pacientes constatou que as infec¢des pelo VHB e o VHC sdo as principais causas do CHC na
China e no Japao, respectivamente (Wang ef al., 2002). Sabe-se que as infec¢des pelas
hepatites virais podem aumentar o estresse oxidativo nas células hepaticas e resultar em
mudangas no DNA, provocando a instabilidade genética, aumentando assim, o risco de cirrose
e posteriormente o desenvolvimento do CHC (Mansouri et al., 1997 Merican et al., 2004;
Lavanchy et al., 2004). Nao s6 isso, mais especificamente, a contribuicdo para o aumento do
risco também pode ocorrer em fungdo da interagdo que ocorre entre a proteina NS5B do VHC
e o ESRI (Kalra et al., 2008).

Os SNPs rs3020432, rs1643821 e rs2234693 analisados neste estudo, apresentaram
frequéncias alélicas semelhantes aos relatados no projeto 1000 genomas para amostras de
descendentes de Europeus, mas apresentaram frequéncias diferentes as encontrados no projeto
1000 genomas para amostras de descendentes Africanos (1000 Genomes Project Consortium,

et al.,2012). A auséncia de desequilibrio de ligagdo encontrada nos dados do nosso estudo ja
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era esperada, uma vez que os SNPs foram selecionados com base nos resultados do HapMap
e estavam em diferentes blocos haplotipicos.

As associagdes entre os polimorfismos do gene ESRI e o risco de diversos tipos de
canceres ja foram amplamente investigadas em diversos estudos (Zhai et al., 2006; Wang et
al., 2002; Li et al., 2014; Liu et al., 2014; Chattopadhyay et al., 2014; Slattery et al., 2005;
Zhai et al., 2006), porém, os resultados permanecem inconsistentes e muitas vezes
contraditorios para alguns canceres, entre eles o CHC, pois os resultados indicam tanto um
papel protetor como um potencial fator de risco de algumas variantes. Variagdes presentes no
gene ESRI podem contribuir para a expressdo anormal deste receptor e, provavelmente,
possam estar relacionadas com o aumento do risco de canceres em vdarios Orgdos que
expressam este receptor, tais como o cancer de prostata (Li et al., 2014), endométrio (Zhou et
al., 2013), mama (Chattopadhyay et al., 2014), ovario (Doherty et al., 2010), leiomioma
uterino (Feng et al., 2013), colon e reto (Slaterry et al., 2005).

A primeira associagdo entre os polimorfismos do gene ESR! e o risco de desenvolver
CHC foi relatada por Zhai et al., (2006). Eles identificaram um risco aumentado nos
portadores do genotipo C/C do SNP 152234693 para o desenvolvimento de CHC (OR = 2,19;
IC 95% 1,27-3,78; p= 0,0048) em comparagdao com gendtipo T/T. Ja os portadores do
geno6tipo C/T apresentaram um risco de 1,24 (IC 95% 0,83-1,86; p= 0,29). Esse achado vai ao
encontro dos resultados do nosso estudo, pois identificamos que os portadores do alelo C
possuem aumento de risco para o CHC. Também corroborando os nossos dados, um estudo
prévio que analisou uma amostra de 289 pacientes chineses, mostrou que os individuos que
carregam o gen6tipo C/C para o SNP rs2234693 tém 1,9 vezes mais chance de desenvolver
CHC quando comparados com os portadores do genotipo T/T (Liu et al., 2014). Uma meta-
analise indicou que a variacdo genética no referido SNP pode ser fator de risco para o
desenvolvimento de CHC, cancer de prostata e cancer de vesicula biliar (Sun et al., 2015).
Por outro lado, Wang et al., (2012) e Li et al., (2014) ndo encontraram nenhuma associagao
significativa entre o polimorfismo rs2234693 com os canceres da mama, colo-retal e
endométrio, e sugerem que este polimorfismo pode ter efeitos diferentes sobre diferentes tipos
de canceres. Para Liu ef al., 2014, os resultados indicam que o SNP rs2234693 esta associado
com o a susceptibilidade para o desenvolvimento de CHC.

O estudo de Herrington et al., (2002) identificou que o SNP rs2234693 esta localizado
em um intron. Este mesmo estudo mostrou que a maior expressdo de ESR/ estd associada
com o alelo C. Tomando junto estes dados, nossos resultados, assim como, os de Zhai et al.,

(2006), Liu et al., (2014), Sun et al., (2015) € possivel sugerir que a maior expressao de ESR/
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estd relacionada ao aumento de risco para CHC. Na analise do SNP rs1643821, nossos
resultados mostraram uma diferenga significativa quando comparados os grupos caso e
controle. Como o gendtipo T/T trata-se de uma homozigose para o alelo mutante, podemos
relacionar a presenca do mesmo com sendo um fator de risco no desenvolvimento de CHC.
Uma maior susceptibilidade ao risco de desenvolvimento de CHC também foi encontrado
para o SNP rs3020432, mas ambos os SNPs citados anteriormente ainda ndo apresentam
resultados de associacdo com cancer na literatura.

Os dados dos SNPs 1s3020432 e rs1643821 do nosso estudo sdo inéditos para a
associagdo com o CHC, mas o SNP rs3020432 ja foi associado com diabetes mellitus tipo 2
(Keene et al., 2008). O SNP rs1643821 ja foi associado com osteoporose (Wang et al., 2012)
e hipertensao (Tamura et al., 2008).

Uma das limitagdes do nosso estudo refere-se ao fato dos SNPs estudados apresentam
uma distribuicdo de frequéncias genotipicas diferentes de acordo com a etnia. No entanto, no
presente estudo, a amostra estudada foi somente de descendentes europeus brancos, pois na
nossa amostra tinhamos apenas 4 afrodescendentes e 1 oriental, que foram excluidos da
andlise. Outro aspecto a ser citado ¢ o tamanho moderado da nossa amostra e o fato de que
nao estudamos um SNP de cada bloco haplotipico do gene ESRI.

Nosso trabalho ¢ relevante, pois pesquisamos a associacdo dos SNPs rs3020432 e
1643821 em pacientes com CHC, resultados os quais sdao inéditos na literatura. Outro ponto
importante € que tanto os pacientes do grupo caso como do grupo controle apresentaram
pequena diferenca de idade. Cabe salientar ainda que todos os pacientes do grupo controle
incluidos neste estudo sao individuos sem CHC, que foram submetidos a biopsia hepatica e

que apresentavam os fatores etiologicos ja conhecidos para o CHC.

CONCLUSOES

Nosso estudo concluiu que portadores dos alelos com as variantes nos SNPs
r$3020432, rs1643821 e/ou rs2234693 do gene ESRI foram preditores para desenvolver CHC.
A confirmacdo destes achados em outros estudos pode auxiliar na determinac¢do de
marcadores moleculares para predicao de risco de CHC em conjunto com outros fatores de

risco.
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TABELA 1 — Caracteristicas das amostras
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Caracteristicas Todos Casos Controles P
Numero, N (%) 195 92 (47,2%) 103 (52,8%)
Idade* 53,6+£11,0 56,7+9,0 50,9+11,8 <0,001***
Sexo**
Masculino 138 (70,8) 65 (70,7) 73 (70,9) 1,00
Feminino 57 (29,2) 27 (29,3) 30 (29,1)
Comorbidades
Cirrose 162 (83,1) 84 (91,3) 78 (75,7) 0,007 ***
VHC 115 (58,9) 73 (79,3) 42 (40,8) <0,001 ***
VHB 17 (8,7) 4(4,4) 13 (12,6) <0,041***

Abreviagdo: VHC, virus da hepatite C; VHB, virus da hepatite B.

* Valores de idade sdo expressos em média + desvio padrio.
** Frequéncia absoluta (Frequéncia Relativa).
*** Quando comparado caso ¢ controle.
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TABELA 3 — Frequéncias genotipicas dos SNPs rs3020432, rs1643821e rs2234693 nos grupos caso ¢

controle
SNPs Casos Controles p*
rs3020432
GA+AA 58 (63,0%) 91 (88,3%) <0,001
GG 34 (37,0%) 12 (11,7%)
rs1643821
CC 12 (13,0%) 35 (34,0%) 0,001
TT+TC 80 (87,0%) 68 (66,0%)
rs2234693
TT 23 (25,0%) 48 (46,6%) 0,002
CC+CT 69 (75,0%) 55 (53,4%)

Abreviagdo: SNP, polimorfismo de nucleotideo unico.
* Qui-quadrado de Pearson com correcdo de Yates, comparando caso e controle.



TABELA 4 — Associa¢ao dos polimorfismos
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OR*  95% CI* p* OR**  95% CI** p**

rs3020432 (homozigotos GG) 444  2,13-928 <0,001 4,43 1,91-10,26 0,001
rs1643821 (portadores do alelo T) 3,43 1,65-7,13 0,001 2,69 1,18-6,14 0,018
rs2234693 (portadores do alelo C) 2,62 1,42-4,82 0,002 2,41 1,17-4,94 0,017
Sexo (masculino) 0,99 0,53-1,84 0,973 0,99 0,47-2,11 0,995
VHC 5,58  2,94-10,58 <0,001 4,99 2,50-10,00 <0,001

* Valores obtidos nos trés modelos separados.
** Valores obtidos no modelo utilizando os trés SNPs, sexo e VHC como covariaveis.
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ABSTRACT

The hepatocellular carcinoma (HCC) is considered the sixth most common malignancy
in the world. Genetic variability has been discussed as a risk factor for the HCC
development and the Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) are variants the most
studied. Several studies have highlighted the effect of sex hormones in liver function. It
is important to investigate the influence of polymorphisms in estrogen receptor (ER)
and the risk to HCC. It was evaluated the association of three SNPs in the ESR2 gene
(rs4986938, 154365213 and rs17179740) with HCC susceptibility and etiological factors
already established in the literature. In addition, we analyzed the ER expression by
immunohistochemistry in case and control groups. Liver specimens samples, stored in
paraffin blocks, from 92 patients diagnosed with HCC were collected and denominated
as cases; and 103 control patients whom underwent liver biopsy. DNA extraction was
quantified by spectrophotometry and the SNPs were analyzed by allelic discrimination
using hydrolysis probes (TagMan®) in a thermal cycler in real time. The genotypic
polymorphisms frequencies and ER expression were compared between the case and
control groups by the a chi-square test. For the multivariate analysis, we used logistic
regression, by the Enter method, and all analysis were adjusted using as covariates sex,
presence of Hepatitis C Virus (HCV). The average age in the case group was 56.7£9.0
years and in the control group was 50.9+11.8 years (p<0.001). The male sex was more
prevalent, representing 70.7 % of the patients in the case group and 70.9 % in the
control group (p=1.00). The presence of cirrhosis and HCV was more frequent in cases
than in controls. The rs4986938 A/4, the rs4365213 C/C and the rs17179740 G/G
genotypes were more frequent in the case than in the control group (p<0.043, p<0.005
and p<0.001, respectively). Multivariate analysis showed a higher risk ratio for HCC
154986938 4/4 genotype (OR 3.29; 95% CI 1.21-8.97; p=0.020) and the rs17179740
G/G genotype (OR=3.23; 95% CI 1.68-6.21; p<0.001) when controlled for sex and
HCV. The HCV presence was identified as a risk 6 times greater for HCC development
(OR= 6.01; 95% CI 3.03-11.94; p<0.001), when controlled by sex, rs4986938 and
rs17179740 polymorphisms. The ERs expression by immunohistochemistry in the liver
tissue was not different between the groups case and control (p=0.104). In this work,
we conclude that homozigotes rs4986938 A/A4 and rs17179740 G/G from the ESR2 gene
had a higher risk of HCC development.

Key words: hepatocellular carcinoma, ESR2 gene, immunohistochemistry ER.
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INTRODUCTION

The hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common liver cancer,
represents between 85-90% of all malignant tumors that affect the liver (Govaere &
Roskams, 2015) and the sixth most common malignancy in the world (Govaere &
Roskams 2015; El-Serag, 2012). HCC is considered the second leading cause of cancer-
related death (Ferlay et al., 2015). Annually, HCC is diagnosed in more than half
million people worldwide. The latest data shows 748,300 new cases of HCC, with a
mortality of 695,900. In Brazil, according to the National Cancer Institute (INCA),
more than 8,000 deaths per year are caused by HCC and more than 5,000 deaths only in
males (INCA, 2015).

The main risk factors for HCC are the infection by Hepatitis B Virus (HBV) and
Hepatitis C Virus (HCV), alcoholic liver disease, exposure to aflatoxins and
nonalcoholic steatohepatitis (Baffy et al., 2012). The presence of chronic liver diseases
accelerates the progression to cirrhosis and HCC (Kalra ef al., 2008). The prevalence of
HCC in men is 2-4 times higher than in women (Kalra ef al., 2008), this difference can
be explained by the fact that men are more exposed to risk factors than women, such as
infection by hepatic viruses (El-Serag & Rudolph, 2007). However, the liver is
considered a hormone-sensitive organ, being susceptible to influences of sex hormones
such as estrogen (Lok 2004). The role of estrogens in modulating the physiological and
morphological characteristics of the liver became clear in the 1970s. Duffy & Duffy
(1978) were the first to register the presence of estrogen receptor (ER) in normal human
liver and, subsequently, Molteni et al., (1979) reported the presence of ER in human
HCC.

The role of estrogens in the HCC development is not yet fully elucidated and
there are various studies that suggest a harmful role while others studies suggested a
protector role of estrogens in liver (Omoya ef al., 2001; Farinati et al., 2002; De Maria
et al., 2002). Some studies have shown that estrogen has the ability to suppress fibrosis
and stimulate the process of hepatocytes apoptosis, acting in this way, as an anticancer
agent (Liu et al., 2014). Estrogen exerts many of its effects through the nuclear
receptors activation which are expressed in multiple tissues (Demissie et al., 2006).

The estrogens biological effects are mediated by ERs o and 3, which belong to
the nuclear hormone receptor superfamily and act as ligand-activated transcription

factors (Parker ef al., 1993). ERp is encoded by estrogen receptor 2 (ESR2) gene, which



70

is located at chromosome 14q23.2 and covers a genomic region of 111.5 kb (Yaffe et
al., 2002). Several ESR2 genetic variants have been described and investigated in
association studies with estrogen dependent characteristics. The more studied tag single
nucleotide polymorphism (tag-SNP) in this gene, is the rs4986938, which is located in
3’UTR (untranslated region) and consists of an exchange of G-A. The SNPs rs4365213
and rs17179740 are located in intron 3 and 8 and consists of an exchange of T-C and G-
A, respectively.

Polymorphisms in ESR2 have been associated with an increased risk for several
estrogen dependent disorders, including osteoporosis (Geng et al., 2007; Ichikawa et al.,
2005; Kung et al., 2006; Massart et al., 2009; Rivadeneira et al., 2006), polycystic
ovarian disease (Kim et al., 2010), prostate cancer (Fu et al., 2014) , male infertility (Ge
et al., 2014), Parkinson’s disease (Gao et al., 2014), osteoarthritis (Kerkhof et al.,
2010), and breast cancer (Yu et al., 2011). Given the potential estrogens roles in the
HCC and the ESR2 importance, we hypothesized that endogenous estrogen level and
ESR?2 genetic variations may be associated with the risk of HCC.

Due to the high HCC incidence, the poor prognosis and the limitation of
currently available treatments, are need studies that seek to clarify the relationship
between the hepatocarcinogenesis molecular pathways and the associated risk factors,
aiming adequate, personalized and effective HCC treatments. There is no clear
understanding whether there is a relationship between genetic variants of the estrogen
receptor and the susceptibility to HCC. Therefore, this study evaluated the association
of three SNPs in the ESR2 gene (rs4986938, rs4365213 and rs17179740) with HCC
susceptibility and others etiological factors already established in the literature. In
addition, we analyzed the estrogen receptor expression by immunohistochemistry in

case and control group.

MATERIALS & METHODS

Samples

This work consisted of a study case and control which was analyzed 195
samples of white patients with liver disease, from these, 92 were diagnosed with HCC
(cases) and 103 without HCC (controls). The samples were originated from liver

specimens stored in paraffin blocks from patients from Irmandade Santa Casa de
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Misericordia de Porto Alegre. By the time of samples collection, they were stored at the
KCM Laboratory under the responsibility of a medical pathologist.

The samples collection was limited between the period of 2005-2013 with the
intent to use materials with less than 10 years of preservation in paraffin and that have
been undergone the most suitable attachment methods for use in molecular biology. The
inclusion criteria for the case group studied, were patients with the HCC diagnosis, from
both genders, with diverse ages and with several liver diseases. For the control group,
the inclusion criteria were patients without the HCC diagnosis, from both genders, with
diverse ages and with several liver diseases. As exclusion criteria were used: samples
with excess necrosis and an insufficient amount of liver tissue for DNA extraction.

All subjects who agreed to participate in this study provided informed consent.
This study was approved by the Univesidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto

Alegre Ethics Committee under the registration number 1785/12.

Sample Preparation, Extraction and DNA Quantification

Samples of liver specimens stored in paraffin blocks were cut in 4um fragments
with the aid of a microtome and razors produced by the EasyPath® (Erviegas, Ontario).
The resultant fragments were used for DNA extraction, and stored in 1.5ml Eppendorf
tubes (Eppendorf AG, Germany, DE), which were maintained at - 20° C until the
extraction time.

The samples deparaffinization was performed with the use of xylol and ethanol,
and the DNA was extracted with Bioneer extraction kit (Bioneer Corporation, USA)
according to published studies (Shin et al., 2014). All the DNA extraction process was
carried out as indicated by the manufacturer. The integrity and amount of DNA from
each sample was spectrophotometry assayed using the NanoDrop® (NanoDrop

Technologies, Wilmington, USA). Extracted DNA was quantitated and stored at -20°C.

Genomic Analysis

The rs4986938, rs4365213 and rs17179740 SNPs of ESR2 gene were selected
with base on previous data from our laboratory, for variation on lipid levels, a
characteristic estrogen dependent (Smiderle er al., 2015). For the molecular
polymorphisms identification was used the real time PCR technic with hydrolysis

probes using the TaqMan® assays C_ 11462726 10, C_ 32395442 20 and
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C_ 34495275 10 in a thermocycler Step One Plus (Applied Biosystems, Foster City,
CA).

Immunohistochemistry analysis

The paraffin embedded slices were first submitted to deparaffinization process
that consisted in 30 minutes stay in the stove and xylene bath. After, the slices were
rehydrated through graded series of alcohol and distilled water in the end. The slices
were then submitted to an antigenic recovery step in a 40 minutes at 92°C bath with ph
6.0 of a sodium citrate solution. After cooling at room temperature, the endogen
peroxidase was blocked with 5% hydrogen peroxidase and metanol in two rounds of 10
minutes. Non-specific bindings were blocked with 1h bath in BSA 1% solution.

The slices were then incubated with primary antibody ER— Abcam, in 1:50
dilution in phosphate buffered saline, in a dark-chamber overnight. After, the slides
were incubated with secondary and tertiary antibodies (Mach 4 Universal HRP-Polymer
— Biocare) for 40 minutes each. The 3,3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)
chromogen was used for the antibody/enzyme complex visualization. Appropriate
positive and negative controls were included with each immunohistochemistry (IHC)
run.

Immunohistochemistry stained slices were evaluated by two different people for
the presence and quantification of positive reaction in the cells’ nucleus. Any positive
nuclear reaction for ER was recorded as positive. Images of four representative fields
(hotspots) were captured using an Optical Microscope Olympus Bx61 with Olympus
DP72 camera coupled (using the Pro Plus 3D Suite image capture software) with a 200x
maginification. In the end, there were four images with a resolution of 1298x972 pixels
and 24 bits color RGB of each patient sample. The positive nucleus counting were made
with the software Image] 1.46b. The positive and negative nucleus counting were
performed with the Imagel] Cell Counter Plugin aid, inside a stipulated area of 500 x
500 pixels in each image center. A plugin was developed to mark the same area and
location on each image under analysis. In this marked area, there were two inclusive
lines and two exclusive lines where the nucleus which touched the exclusive lines
weren’t considered in the count. The positive nucleus percentage was calculated for
each image and a mean for the sample, considering the four images, performed (Simes

et al, 2013). Scores were averaged for further comparative evaluation of the ER
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expression. Tumor cell proportion was scored as follows: 0 (no positive tumor cells); 1

(0.1-35.0% positive tumor cells); 2 (35.1- 100.0% positive tumor cells).

Statistical analysis

The quantitative variables were presented in terms of mean and standard
deviation and categorical variables were presented in absolute and relative frequencies.
An age comparison was performed with the t test for independent samples. It was
conducted the y2 test to check if the genotypic frequencies distribution were in
accordance with a population in Hardy-Weinberg equilibrium. The Linkage
Disequilibrium (LD) was estimate using haploview algorithm, LD was considered
strong when D' (the relative magnitude compared to D at its theoretical maximum
calculated D/Dmax) >0.9. Due to the generated groups reduced size from the different
genotypes, the groups were classified as follow: rs4986938 homozygous A/A versus G
allele carriers, rs4365213 homozygous C/C versus T allele carriers and rs17179740
homozygous G/G versus the A allele carriers. The genotypic frequencies comparison
between the case and control groups was performed by the Person chi-square test. For
the multivariate analysis, we used logistic regression, by the Enter method, and all
analyzes were adjusted using as covariates sex and HCV presence. Also was analyzed
by the immuhistochemical technic the ER receptor expression, among case and control
groups patients, using Pearson chi-square test. All analyzes were performed using SPSS
software (version 18.0, Chicago, IL, USA).Values are considered significant with p

<0.05.

RESULTS

Sample Characterization

The main sample characteristics are presented in table 1. The average age in the
case group was 56.7£9.0 years and in the control group was 50.9+11.8 years (p<0.001).
The male sex was more prevalent, representing 70.7 % of the patients in the case group
and 70.9 % in the control group (p=1.00). For each patient, we found more than one
comorbidity diagnosed. The frequently etiologies were cirrhosis, present in 91.3 % of
patients in the case group and 75.7 % of patients in the control group (p=0.007), and
infection with hepatitis C virus, present in 79.3 % of patients in the case group and in

40.8 % of patients in the control group (p<0.001).
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SNPs frequencies and linkage disequilibrium

The allelic frequencies for the tag-SNPs studied (rs4986938, rs4365213 and
rs17179740) are shown in table 2, as well as their tagged-SNPs. There was no
detectable linkage disequilibrium (LD) among the SNPs with the D' values ranging
between 0.10 and 0.14, however the r* between rs4365213 and rs17179740 was 1. The
allelic frequency for the SNP rs4986938 was 47% for the allele (A) in the case group
and 35% for in the control group. For the SNP rs4365213 was 35% for the allele (T) in
the case group and 47% in the control group. For the SNP rs17179740 was 23% for the
allele (G) in the case group and 40% in the control group.

ESR? association

Table 3 shows the genotypic frequencies for SNPs rs4986938, rs4365213 and
rs17179740 in the case and control groups. In the case group, the homozygous A/A for
154986938 polymorphism was more frequent than in the control group (18.5% versus
7.8%, respectively, p <0.043). The C/C homozygotes of 1s4365213 was more common
in the case group (46.7%) than in the control group (26.2%; p=0.005). The G/G
homozigotes of rs17179740 variant was more frequent among individuals in the case
group (58.7%) than in the control group (32.0%; p <0.001). For analyze the genetic
variants adjusting for sex and HCV, we performed multivariate logistic regression,
however the rs4365213 and rs17179740, although not in LD, are high correlated
between them (r>=1), so we opted to choose the SNP rs17179740 to remain in the
logistic regression model. When these polymorphisms were analyzed together by
multivariate logistic regression, adjusting for sex and HCV, the genotype A/A
polymorphism rs4986938 was associated with an increased risk for the development of
HCC (OR=3.29; 95% CI 1.21-8.97; p=0.020) and the G/G genotype rs17179740
polymorphism also showed an increased risk for developing the disease (OR=3.23; 95%
CI 1.68-6.21; p<0.001) when compared to individuals not carrying these genotypes.
When sex and HCV were inserted into the predictive model, only the HCV infection
remained increasing the risk for HCC (OR=6.01; 95% CI 3.03-11.94; p<0.001) (Table
4). The cirrhosis was not included in the model of logistic regression, because cirrhosis

and HCV variables have high correlation scores.

ER expression immunohistochemistry
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The table 5 showed that there was no significant difference in ER expression
when comparing the case (n=42) and control (n=28) group (p=0.104). The
immunohistochemistry was not performed in al samples, because there was not enough

material.

DISCUSSION

In the analyzed samples for this study, we found a men predominance and
according to Kalra et al., (2008) the HCC incidence is higher in men than in women.
Epidemiological reports have pointed out that despite of etiologies, males have a higher
HCC incidence than female (Yeh & Chen, 2010). Different lifestyles between men and
women can contribute to the differences found in association with sex and HCC.
Generally, men are at increased risk of exposure to the liver virus, as well as unhealthy
habits: alcoholic and smoke. However, it should be noted that some mechanisms related
to sex-linked differences may be based on biological factors, including estrogen-related
female sex hormones, such as estradiol, rather than simply gender differences in social
environment and lifestyle (Shimizu et al., 2007). The estrogen may to have a protective
effect, since the HCC frequency is greater in men and postmenopausal women when
compared to premenopausal women (Shimizu et al., 2007; Wands, 2007).

Another study that evaluated the prognosis of cirrhotic patients undergoing liver
resection, also found higher prevalence in men with mean age of 62.1 years. Regarding
the parameter age, we can infer that this seems to have no direct influence on the HCC
development. Although we could identify that the disease development happens around
the fifth decade of life, which is already observed in the development of other types of
cancer, being a feasible explanation the genetic alterations accumulation and exposures
to risk factors over the individual.

Several studies (Silvia et al, 2008; Davis et al, 2008; El-Serag & Rudolph, 2007)
confirm our results and show that the HCC etiology is related mainly to cirrhosis and
HCV infection. Indeed, Fassio et al., (2014) conducted a prospective study,
multinational in Latin America and found that the HCC etiology was related to HCV
infection (36.6% of cases). A case-control study conducted in the East, which studied
demographic and clinical variables and virological variables in 414 patients found that
infection with HBV and HCV are major HCC causes in China and Japan, respectively

(Wang et al., 2002). It is known that infections by viral hepatitis can increase oxidative
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stress in the liver cells and results in changes in the DNA, causing genetic instability,
thus increasing the risk of cirrhosis and later development of HCC (Mansouri et al.,
1997 Merican et al., 2004; Lavanchy et al, 2004).

The allelic frequencies observed in the SNPs studied were similar to those found
in studies reported in the 1000 Genomes Project Consortium, (2012). The SNP
rs4986938, analyzed in this study, presents allele frequencies similar to those reported
in the 1000 Genomes Project Consortium, (2012) project for European descendant’s
samples, but showed different frequencies to those reported for African descendant’s
samples. However, the SNPs rs4365213 and rs17179740, also analyzed in this study,
have lower frequencies than the allele frequencies similar to those reported found in the
1000 Genomes Project Consortium, (2012) project for European descendant samples, as
well as frequencies to those reported found for African descendant samples (1000
Genomes Project Consortium, 2012). These differences in frequencies are expected
because Brazilian populations are miscegenated. The linkage absence disequilibrium
found in our study data was expected, since SNPs were selected based on the HapMap
on the different haplotypic blocks.

Associations between the ESR2 gene polymorphisms and the risk of various
diseases have been investigated. In recent years, many meta-analyses have reported
associations of these SNPs in the ESR2 with several diseases, including prostate cancer
(Fu et al., 2014), male infertility (Ge et al., 2014), Parkinson’s disease (Gao et al.,
2014), osteoarthritis (Kerkhof et al., 2010), breast cancer (Yu et al., 2011) osteoporosis
(Geng et al., 2007; Ichikawa et al., 2005; Kung et al., 2006; Massart et al., 2009;
Rivadeneira et al., 2006), ovarian cancer (Cox et al., 2008; Gallicchio et al., 2006;
Tsezou et al., 2008; Treeck et al., 2009) and polycystic ovarian disease (Kim et al.,
2010).

It was identified an increase of 2 times on the risk of Alzheimer’s disease
development among women carrying T allele for the SNP rs4986938 (Lambert et al,
2001; Luckhaus et al., 2006). In previous study of Wu et al., (2012) was observed a
significant association between risk genotypes of SNP rs4986938 for the colorectal
cancer development. And there is evidence that this SNP could affect ESR2 gene RNA
stability (Maguire et al., 2015)

On the other hand, for the SNPs rs4365213 and rs17179740 there are few studies
in the literature. It was found that in women postmenopausal an increase twice to the

risk of developing Alzheimer's disease among carriers of the G allele for the SNP
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154365213 (Qi et al., 2011). Although our study is with HCC, this finding corroborates
the importance of this SNP, since we identified an increased risk for the carriers of this
allele develop HCC. For the SNP rs17179740, the literature showed only one study
related to cancer and not found this SNP relation with endometriosis and infertility
(Wang et al., 2013).

Another objective of our study was to evaluate the expression of ER in the liver
of patients with HCC. Qasim et al.,, (2011) evaluated the expression of ER by
immunohistochemistry in colorectal adenoma and adenocarcinoma and observed a
gradual increase in the expression of ER from control through adenoma to carcinoma.
Already, previous studies (Ekem et al., 1992; Slatterry, 2000; Cameron et al., 1992)
with expression ER in colon and colorectal carcinoma no observed significant
difference between cases and controls.

In relation to the HCC, study displayed that expression of ER was significantly
down regulated in HCC tissue compared with normal liver tissue. Moreover, its
expression level showed a significant negative correlation with disease progression
(Qing et al., 2015). For Wang et al., (2006) the expression to ER for
immunohistochemistry in HCC samples presents important role in HCC development in
Eastern patients. Unlike our study, that found no significant difference in the expression
of ERs when compared cases and controls groups. By side other, on the other hand was
observed low expression (less than 25 % of cells) this protein was most significant
valued when the non-tumor. Discrepancies in the results of studies could stem from
several sources, including the source of tissue and methods of detecting ER. Many
studies have relied on fresh tissue, while in the present study; tissue was obtained from
paraffin blocks.

As already mentioned, two subtypes of ERs have been found to date, ESR1 and
ESR2. Both ER subtypes are expressed in HCC and interact with each other (Lavarone
et al., 2003). Studies have shown that ER subtypes exert multiple functions in various
stages of liver disease. The different roles of the ER subtypes in liver disease, especially
ESR2, have yet to be fully clarified (Shi et al., 2014). The ESR1 has been identified for
a long time and has been extensively investigated (Kalra ef al., 2008). The ESRI
variants have been proven to be strong negative predictors for HCC (Villa et al., 1996;
Villa et al., 2000, Villa et al., 2003). Based on further studies, the expression pattern of
the ER subtypes could serve as a potential prognostic indicator for HCC and provide a

novel target for HCC treatment.
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There are certain limitations to our findings. First, our ability to adequately
assess risk in other ethnic populations is limited because all patients enrolled in this
study were from the white population. Further studies using sufficient numbers of
samples from other races and ethnic groups are needed to extend and confirm our
findings. Second, only a limited number of candidates SNPs were selected in this study,
which is not fully representative for the complexity of genes in the estrogen receptor
pathway. Finally, other point to be raised, is the moderate size for our samples and the
fact that we didn’t study one SNP for each haplotype block from ESR2 gene.

The results of this study are unprecedented in the literature; it is the first study
that associates the SNPs rs4986938, rs4365213 and rs17179740 of ESR2 with HCC.
Another important point is that both patients in the case group as the control group
showed little difference in age. It should be noted also that all control patients included
in this study are individuals without HCC, who underwent liver biopsy and who had

etiological factors already known to the HCC.
CONCLUSIONS

Our study found that polymorphisms in ESR2 gene 1rs4986938 and/or
rs17179740 SNPs were predictors to develop HCC. Confirmation of these findings in
other studies may help to determine molecular markers for HCC risk prediction in
conjunction with other risk factors.
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TABLE 1 - Samples characteristics

Characteristics All Case Control p

Number, N (%) 195 92 (47.2%) 103 (52.8%)

Age* 53.6+11.0 56.7+9.0 509+11.8 <0.001***

Sex**
Male 138 (70.8) 65 (70.7) 73 (70.9) 1.00
Female 57 (29.2) 27 (29.3) 30 (29.1)

Comorbidities
Cirrhosis 162 (83.1) 84 (91.3) 78 (75.7) 0.007 ***
HCV 115 (58.9) 73 (79.3) 42 (40.8) <0.001 ***
HBV 17 (8,7) 4 (4,4) 13 (12,6) <0,041%**

Abbreviation: HCV, Hepatitis C Virus; HBV, Hepatitis B Virus.
* Age values are expressed as mean =+ standard deviation.

** Absolute frequency (Relative frequency).

*** When compared case and control groups.
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TABLE 3 - Genotypic frequencies for SNPs (rs4986938, rs4365213 and rs17179740) in the case and
control groups.

SNPs Case Control p*
rs4986938
AG+GG 75 (81.5%) 95 (92.2%) 0.043
AA 17 (18.5%) 8 (7.8%)
rs4365213
CT+TT 49 (53.3%) 76 (73.8%) 0.005
CcC 43 (46.7%) 27 (26.2)
rs17179740
GA+AA 38 (41.3%) 70 (68.0%) <0.001
GG 54 (58.7%) 33 (32.0%)

Abbreviation: SNP, Single Nucleotide Polymorphism.
* Chi-Square test with Yates correction, comparing case and control groups.



TABLE 4 - Polymorphisms association
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OR*  95% CI* p* OR**  95% CI** p**
rs4986938 (homozygotes AA) 2.69 1.10-6.58  0.030 3.29 1.21-8.97 0.020
rs17179740 (homozygotes GG) 3.01 1.68-5.42  <0.001 3.23 1.68-6.21 <0.001
Sex (male) 0.99 0.53-1.84 0.973 1.46 0.71-3.00 0.303
HCV 5.58 2.94-10.58 <0.001 6.01 3.03-11.94 <0.001

Abbreviation: HCV, Hepatitis C Virus.
* Values obtained in two separate models.
** Values obtained in the model using the two SNPs and sex and HVC as covariates.



TABLE 5 - Immunohistochemistry analysis in the case and control groups.

ER expression Case Control

* Person chi-square test.

p*
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5 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

- Para o gene ESRI, o genotipo G/G no SNP rs3020432, portadores do alelo T
no SNP rs1643821 e/ou portadores do alelo C do SNP rs2234693 foram preditores para
desenvolver CHC;

- Para o gene ESR2, o gen6tipo A/A no SNP rs4986938 e/ou gendtipo G/G do
SNP rs17179740 foram preditores para desenvolver CHC;

- Na amostra estudada identificamos que o desenvolvimento do CHC ocorre
principalmente por volta da quinta década de vida, sendo o sexo masculino o mais
prevalente;

- Na nossa amostra as etiologias mais frequentes associadas ao CHC foram a
presenga de cirrose e a infec¢do pelo virus da hepatite C;

- A expressao do ER foi semelhante no grupo caso € no grupo controle.

Nos tltimos anos, a relagdo entre os polimorfismos nos genes ERS/ e ERS2 e a
suscetibilidade para algumas doencas vem sendo estudada. Os dados da literatura
sugerem uma associa¢do entre os polimorfismos dos genes ERSI e ERS2 e a incidéncia
de cancer em humanos. Muitos pesquisadores tém relatado que os polimorfismos dos
genes ERSI e ERS?2 estdo relacionados com um pior prognoéstico clinico. No estudo em
foco, demonstramos que as variantes dos SNPs rs3020432, rs1643821 e rs2234693 do
gene ERSI e as variantes dos SNPs rs4986938 e 17179740 do gene ERS?2 apresentaram
maior risco de desenvolver CHC.

Estudos mais detalhados sobre esses polimorfismos € com um numero amostral
maior sdo necessarios devido a diversidade de resultados e a existéncia de dados,
algumas vezes, contraditérios. A realizacdo de estudos funcionais, com o intuito de
embasar estes resultados, também ¢ necessaria, para que num futuro préximo, permitam
a deteccdo precoce da doenga e possam informar sobre estratégias de tratamento
adequadas. Sendo assim, acredita-se que este estudo poderd ser util a populacao de

pacientes com carcinoma hepatocelular, servindo de suporte a futuros estudos clinicos.
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