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RESUMO

O entendimento dos mecanismos de agdo hormonal envolvidos com o crescimento do pélo
sao de grande relevancia na area médica e podem representar novas perspectivas no tratamento
para distarbios de crescimento de pélos. A aromatase, enzima que converte androgénios em
estrogénios, é uma das enzimas-chave relacionadas com o metabolismo intra-tecidual de hormdnios
sexuais.

O objetivo desse estudo foi determinar a expressao génica da enzima aromatase em foliculos
pilosos do vértice do escalpo de mulheres com ciclos regulares e ovulatérios e em pacientes com
PCOS, verificando possiveis associagdes com variaveis hormonais e metabdlicas dessas mulheres.
Cinquenta e quatro mulheres no menacme preencheram os critérios de inclusao (23 com PCOS e 31
com ciclos regulares e ovulatérios) e completaram avaliagdo antropométrica, hormonal e metabdlica.
Uma sub-amostra de 16 mulheres (11 com ciclos regulares e ovulatérios e 5 com PCOS) foi
selecionada para coleta de foliculos pilosos através da técnica do arrancamento. A expressado do
gene da aromatase foi avaliada por PCR em tempo real, e os resultados foram normalizados em
relagéo ao gene constitutivo B,-microglobulina.

A expressdo do gene da aromatase foi observada nos foliculos pilosos da regiao do escalpo
de mulheres dos dois grupos em estudo. A expressao deste gene foi de intensidade baixa e variavel
entre as amostras estudadas e nao houve diferenca estatisticamente significativa da relagdo dos
genes aromatase/Bo-microglobulina entre o grupo de mulheres com ciclos regulares [80 (35,31 —
138,25) e o grupo PCOS [52,11 (5,68 — 84,8), P = 0,157]. A expressao do gene da aromatase em
foliculos pilosos do escalpo de mulheres correlacionou-se negativamente e com significancia
estatistica com os niveis séricos de LH (P = 0,008, r = -0,653) e esta correlagédo foi independente de
testosterona ou SHBG.

Esses resultados demonstram, pela primeira vez, que foliculos pilosos da regido do vértice do
escalpo de mulheres expressam o gene da aromatase. A correlagdo negativa e independente de LH
com a expressao génica da aromatase pode estar refletindo o microambiente hormonal nos foliculos
pilosos e, em especial, 0o conjunto das alteragbes metabdlicas e hormonais caracteristico de
pacientes com PCOS. E possivel que a expressdo génica dessa enzima seja mais evidente na papila
dérmica (porgao dos foliculos pilosos ndo analisada nesse estudo) e que a regulagdo do balango
estrogénico no metabolismo local ndo seja tdo pronunciada na porgao epitelial dos foliculos pilosos
que é obtida pela técnica do arrancamento. A analise da expressao protéica da enzima, a selegdo de
pacientes hirsutas de outras etiologias e de mulheres portadoras de alopecia, e a coleta de outras
regides pilosas hormbnio-dependentes estao entre as perspectivas para a confirmagao do padrao de
expressao génica da aromatase nos foliculos pilosos.

Palavras-chave: metabolismo de horménios sexuais, foliculos pilosos, escalpo, aromatase, Sindrome
dos Ovérios Policisticos.



ABSTRACT

The knowledge of hormonal mechanisms of action that are involved with hair growth is of
great relevance on medical research and could represent new approaches on therapeutics for hair
growth disturbs. Aromatase, the enzyme that converts androgens into estrogens, is one of the key
enzymes related to sexual hormones metabolism and may act on different target tissues, like the hair
follicle.

The aim of this study was to determine the aromatase gene expression on hair follicles from
the vertex portion of the scalp of women with regular and ovulatory cycles, and patients with PCOS.
We were also interested on the possible association among the gene expression and
hormonal/metabolic parameters of these women. Fifty-four women at reproductive age were included
(23 with PCOS and 31 with regular and ovulatory cycles), and were submitted to anthropometric,
hormonal, and metabolic evaluation. A minor group of 16 women (11 with regular and ovulatory cycles
and 5 with PCOS) were selected for hair follicle’s molecular analysis, using the plucking technique.
Aromatase gene expression was analyzed by using real time PCR, and the results were normalized
with the housekeeping gene B.-microglobuline.

Aromatase gene expression was observed at the scalp’s hair follicles from the two groups of
women. The intensity of the gene expression was low and variable among the samples. There was not
a statistically significant difference between the women with regular cycles [80 (35,31 — 138,25) and
patients with PCOS [52,11 (5,68 — 84,8), P =0,157]. Aromatase gene expression in the plucked hairs
from the vertex portion of the scalp of women was negatively correlated with circulating LH levels (P =
0,008, r = -0,653), and was also independent of testosterone or SHBG levels.

The present results show, for the first time, that plucked hairs from the vertex portion of the
scalp of women express the gene of aromatase. The negative and independent correlation between
LH and aromatase gene expression may reflect the hormonal microenvironment of the hair follicle,
and also the hormonal and metabolic alterations characteristics of women with PCOS. Aromatase
gene expression may be more evident at the dermal papilla (not analyzed in this study), and the local
metabolism could not be so pronounced on the epithelial portion of hair follicles, when obtained by the
plucking method. Aromatase protein expression, plucked hair from other hormone-dependent areas
and from women with other clinical conditions like androgenetic alopecia, are some of the
perspectives for the confirmation of the pattern of aromatase gene expression on hair follicles.

Key-words: sexual hormones metabolism, hair follicles, scalp, aromatase, Polycystic Ovary
Syndrome.
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1 INTRODUCAO

1.1 O pélo

Os pélos provavelmente surgiram de estruturas sensoriais especializadas
com fungcdo mecanorreceptora e que evolutivamente facilitaram a funcao
termorregulatéria dos sinapsideos (mamiferos ancestrais semelhantes a répteis), no
periodo Permiano. Mutagbes subseqlentes transformaram esses “proto-pélos” numa
“proto-pelagem”, conferindo vantagens evolutivas quanto a abrasdo e perda hidrica
sofrida por esses animais (Maderson, 1972; 2003). Apds esses eventos, ja no
periodo Jurassico, a endotermia surgiu gradualmente em mamiferos ancestrais,
propiciando que a “proto-pelagem” (constituida principalmente de trico-hialina)
formasse “pélos verdadeiros” (Resing e Dale, 1991).

A pele e os pélos exercem fungdes criticas para a sobrevivéncia dos animais.
Entre elas podemos citar a protecao contra perda hidrica, variagcdes de temperatura,
radiacdo, traumas, infecgdes e percepgao do ambiente através do tato. Por meio da
camuflagem, pele e pélos promovem protecdo contra predadores, além de
permitirem maior interacdo social em épocas de acasalamento (Blanpain e Fuchs,
2006).

As fungbes dos pélos na espécie humana ndo estdo totalmente
compreendidas, porém acredita-se que estejam envolvidas com a protecdo e a
comunicacao. Cilios e sobrancelhas, por exemplo, impedem a entrada de particulas
nos olhos. Além disso, o cabelo provavelmente protege a cabega e o pescogo dos
efeitos do sol e do frio (Randall, 2007). Questdes culturais e sociais tornam os pélos
alvo de investigacdes principalmente na é&rea cosmética. J& na area clinica,
desordens no crescimento dos pélos (queda ou crescimento excessivo) despertam o
interesse para estudos relacionados a mecanismos de acdo e sensibilidade dos
pélos a hormdnios sexuais, visto que nessas situacdes esses padroes podem estar
alterados (Oliveira, 2002). Estima-se que cada pessoa possua 5 milhdes de foliculos
pilosos, sendo que de 80.000 a 150.000 estariam localizados no escalpo (Krause e
Foitzik, 2006).
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Para que um novo pélo seja produzido, estruturas denominadas foliculos
pilosos passam por ciclos de rapido crescimento (fase anagena), regressao (fase
catagena) e periodos de repouso (fase telégena), como sera descrito a seguir. Em
mamiferos, esse é o Unico tipo de 6rgao capaz de regenerar-se dessa maneira.
Essas transformagbes sao controladas por mudangas nos padrbes de
expressao/atividade de citocinas, hormdénios, neurotransmissores, receptores,
fatores de transcricdo e enzimas da sinalizagdo do préprio foliculo piloso, sendo
reconhecidos como mediadores-chave nesse ciclo de crescimento (Krause e Foitzik,
2006).

1.1.2 Morfogénese e anatomia do foliculo piloso

O desenvolvimento do foliculo piloso, durante a embriogénese, envolve uma
série de interacdes epiteliais e mesenquimais. Apdés a gastrulacdo, células do
neuroectoderma permanecem na superficie do embrido, dando origem a epiderme.
Esse estrato apresenta-se na forma de uma camada simples de células, onde se
encontram células epiteliais multipotentes (Blanpain e Fuchs, 2006; Fuchs, 2007).

A inducao da formacao de cada foliculo depende de eventos complexos de
comunicacao bidirecional entre a epiderme a o mesénquima subjacente (Paus et al.,
1999). Durante o desenvolvimento embrionario, algumas células indiferenciadas da
epiderme sao instruidas pelo que se conhece como “primeiro sinal dérmico” (figura
1) Esse sinal, proveniente da derme subjacente, induz a primeira mudanga
morfolégica notavel no desenvolvimento do foliculo piloso: a formagéao da placode.
Com isso, células do epitélio basal tornam-se alongadas e invaginam em alguns
pontos em direcdo a derme, circundando a regido que dara origem posteriormente a
papila dérmica (Blanpain e Fuchs, 2006; Hardy, 1992). Essa sinalizagdo dérmica
provavelmente é uniforme em todas as regides do corpo, e nao localizada
periodicamente, sendo que o que define as diferencas de tamanho e distribuicao dos
pélos nessas regibes € um balango dos niveis de ativacdo de promotores e
repressores do proprio foliculo piloso. Provavelmente o primeiro sinal dérmico
origina-se de vias de sinalizacao da proteina Wnt, que resulta no acumulo de B-

catenina do nucleo das células da placode (Millar, 2002).
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\

Matriz do pélo

‘ Papila Dérmica
Figura 1. Morfogénese do foliculo piloso ((Blanpain e Fuchs, 2006).

Em resposta ao primeiro sinal dérmico, a epiderme emite o que se denomina
de “sinal epitelial”, induzindo a diferenciacao de células da derme em constituintes
da papila dérmica do foliculo piloso. A sinalizagao Wnt também esta envolvida nesse
processo, aléem de fatores de crescimento produzidos pela placode (Blanpain e
Fuchs, 2006; Millar, 2002).

Outra proteina secretada pela placode € a Sonic hedgehog (SHH). Andlises
de camundongos sem SHH indicam que a proteina ndao € um componente para o
surgimento do sinal epitelial, mas € necessaria para regulacdo da proliferacdo e
crescimento da papila dérmica (Millar, 2002). Assim, a sinalizacdo SHH esta mais
amplamente envolvida no “segundo sinal dérmico”. Através desse processo, a papila
dérmica recém formada tem influéncia sob a porcao epitelial do foliculo ainda em
desenvolvimento, estimulando seu crescimento e diferenciagdo celular (Blanpain e
Fuchs, 2006). Outras moléculas sinalizadoras contribuem para a formacao do
foliculo piloso: fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) e o fator de

crescimento de transformacao tipo 2 (TGF-f2) induzem a diferenciacao, enquanto
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membros da familia da proteina morfogénica éssea (BMP) parecem ser inibidores
desses eventos (Millar, 2002).

A papila dérmica (PD), érgao formado a partir da por¢gdo dérmica do foliculo
piloso, consiste de um pequeno agrupamento de células mesenquimais densamente
reunidas numa estrutura morfologicamente semelhante a uma cebola (Blanpain e
Fuchs, 2006; Krause e Foitzik, 2006). Algumas vezes denominada de “papila
folicular’, a PD € o centro mesenquimal de comando do foliculo piloso. O tamanho
do bulbo do pélo, a provavel duracédo da fase de crescimento e, consequentemente,
o didametro e o comprimento da haste sdo diretamente ditados pelo volume de
células existentes na papila dérmica. Assim, quanto maior a PD, maior o seu poder
de secretar fatores que consequentemente determinardo as caracteristicas do pélo
(Jahoda e Reynolds, 1996; Paus e Foitzik, 2004).

Os compartimentos de origem epitelial do foliculo piloso consistem de pelo
menos 8 cilindros concéntricos: bainha radicular externa (BRE) e camada guia da
BRE; camada de Henle, camada de Huxley e cuticula da bainha radicular interna

(BRI); cortex, cuticula e medula da haste do pélo (figura 2) (Paus e Foitzik, 2004).
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Figura 2. Anatomia do foliculo piloso em fase anagena. A) A esquerda, seccdo histoldgica
longitudinal. A direita, representagcao esquematica das estruturas. B) Estrutura detalhada do bulbo do
pélo (Krause e Foitzik, 2006).
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A BRE e a BRI atuam no propésito de guiar a haste no sentido correto, até
que o pélo possa emergir na superficie da pele (Stenn e Paus, 2001). A BRE é a
camada externa continua com a epiderme que mantém contato com a membrana
basal. Ja a BRI é o “envelope” da futura haste, ou seja, o canal interno da haste do
pélo que se degenera proximo a pele, permitindo que o pélo atinja a superficie
(Blanpain e Fuchs, 2006). Ambas as estruturas sdo separadas pela camada-guia,
cuja fungédo na dindmica do foliculo piloso permanece incerta (Rogers, 2004).

Na base do foliculo maduro (por¢cao denominada bulbo do pélo), envolvendo a
PD e separada por uma membrana basal, existe um grupo de células altamente
proliferativas, denominadas conjuntamente de queratindcitos, ou células da matriz
do pélo. Provavelmente, essas células sdo as que apresentam as mais altas taxas
de mitose encontradas no corpo humano (Krause e Foitzik, 2006). A matriz divide-se
para formar anéis concéntricos de células diferenciadas que originam a haste do
pélo (tricécitos), bem como a membrana que a envolve (bainha radicular interna)
(Blanpain e Fuchs, 2006).

Como no periodo poés-natal a formagdo de novos foliculos pilosos ja nao é
mais possivel, a porgao inferior do 6rgao regenera-se a fim de produzir um novo
pélo. Com esse propdsito, e para manutencao da epiderme, células-tronco epiteliais
multipotentes sofrem divisao mitética durante o desenvolvimento do pélo (Alonso e
Fuchs, 2006). Essas células, denominadas células bulge, residem na regido
protuberante do foliculo piloso que nao degenera durante o ciclo de crescimento do
pélo, abaixo da glandula sebacea. O ciclo celular é lento e permanecem quiescentes
até o recebimento de sinais para que proliferem e se diferenciem, originando
componentes do pélo num novo ciclo de crescimento (Alonso e Rosenfield, 2003;
Blanpain e Fuchs, 2006; Ohnemus et al., 2006). Varias evidéncias sugerem que ha
um fluxo continuo de células bulge durante o estagio de crescimento do pélo. As
células multipotentes podem ascender para a epiderme interfolicular ou descender
para diferenciar-se em ceélulas da BRE ou queratindcitos da matriz (Blanpain e
Fuchs, 2006; Krause e Foitzik, 2006; Panteleyev et al., 2001).
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1.1.3 Ciclo de crescimento do pélo

O ciclo de crescimento dos pélos provavelmente surgiu da necessidade de
regenerar a haste do pélo quando esta havia sido perdida, como resultado de danos
sofridos devido a pressdes ambientais (Stenn e Paus, 1999). A razdo da existéncia
desse ciclo ndo é 6bvia, mas podem ser incluidos alguns motivos como: a limpeza
da superficie da pele para prevencdo da atividade de parasitas; a excrecao de
compostos quimicos que estariam encapsulados nos tricocitos. Além disso, o ciclo
pode ser um regulador das secregdes paracrinas e também enddcrinas de
horménios e moduladores de crescimento produzidos no foliculo piloso, que
posteriormente séo liberados na pele ou circulagdo. Finalmente, o fenbmeno pode
atuar como um sistema protetor dos queratinécitos em divisdo contra os danos
oxidativos sofridos pelas altas taxas de divisdo celular (Paus e Foitzik, 2004; Stenn e
Paus, 2001).

Em humanos, cada foliculo piloso possui seu ritmo inerente, portanto os ciclos
ndo sao sincronizados. Apesar disso, pequenos grupos de foliculos pilosos do
escalpo de humanos podem organizar-se em unidades foliculares, onde
aproximadamente 3 foliculos comportam-se como unidades funcionais. Ja na
maioria dos roedores, muitos foliculos pilosos ciclam simultaneamente, e o
crescimento ocorre sincronizadamente (Stenn e Paus, 2001).

A fase de crescimento do pélo (anagena) é subdivida em 6 estagios, definidos
por critérios morfolégicos. Nessa fase, reguladores-chave do desenvolvimento do
foliculo piloso como membros da sinalizagdo Wnt, familia BMP e TGFf, proteina
SHH e neurotrofinas sdo novamente recrutados (Millar, 2002). E nessa fase que as
células epiteliais diferenciam-se para originar as linhagens celulares concéntricas
que formardo o pélo. Estima-se que a duracdo de cada ciclo celular dos
queratinécitos seja de aproximadamente 18 horas. A pigmentacado do pélo também
esta associada a essa fase do ciclo, ocorrendo somente durante esse periodo. A
duracdao de um pélo é definida pela duracado da fase anagena, que varia de 2 a 6
anos no escalpo de humanos. Dos foliculos existentes no escalpo, cerca de 85 a
90% encontram-se nesse estagio de crescimento ativo (Alonso e Fuchs, 2006;
Krause e Foitzik, 2006).
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Quando o suprimento de células da matriz do pélo declina, ha uma
desaceleracao na diferenciacdo da haste e da BRI. Assim, o foliculo entra numa fase
de involugao e apoptose, que se prolonga por algumas semanas. Esse processo,
denominado de fase catadgena, € subdivido em 8 diferentes estagios (Alonso e
Fuchs, 2006; Krause e Foitzik, 2006). O primeiro sinal da inducdo catagena é a
suspensao da producédo de melanina pelo bulbo piloso (Krause e Foitzik, 2006). As
células da matriz e da BRE sofrem apoptose. A papila dérmica torna-se condensada
e move-se em direcdo ao terco superior do foliculo, repousando um pouco abaixo
das células multipotentes. A expressao do supressor apoptotico bcl-2 nessas células
garante sua sobrevivéncia durante o periodo de involugdo (Krause e Foitzik, 2006;
Lindner et al., 1997). Além da porcao inferior do foliculo, o epitélio proximal também
sofre involug&o, formando uma estrutura semelhante a uma bolsa. Essa estrutura
contém o pélo club, que é despigmentado e é originado a partir de queratinécitos
que estavam terminando a diferenciacdo no fim da fase anagena. E importante
ressaltar que, ap6s o periodo de morfogénese, o ciclo de crescimento do pélo inicia
com essa fase de involugéo, e ndo com a fase de crescimento ativo (Paus e Foitzik,
2004).

A regulacao da fase catagena deve ser bastante rigorosa, para que o foliculo
possa ser regenerado no préximo ciclo. Além da proteina p53, o produto do gene
hairless (Hr) € de fundamental importancia, ja que atua como repressor negativo da
transcricdo. Dessa forma, garante que a apoptose ocorra nos compartimentos
corretos e que a papila dérmica permanega intacta (Panteleyev et al., 2000).

Apobs a regressao, o foliculo piloso entra na fase de repouso (telégena), cuja
duragdo varia de 2 a 4 meses no escalpo de humanos. O estagio € de relativa
quiescéncia, onde o foliculo aguarda sinais intra e extrafoliculares para intensa
proliferagdo e atividade bioquimica (Krause e Foitzik, 2006). O novo pélo forma-se
adjacente ao pélo club, o qual sera expulso (fenébmeno conhecido como fase
exogena), surgindo no mesmo orificio que o pélo antigo (Alonso e Fuchs, 2006).

Assim, 0 processo segue até que sua capacidade seja exaurida. Isso pode
ocorrer devido a danos irreparaveis na regidao de células multipotentes epiteliais,
ocasionados por inflamacédo auto-agressiva dessas células, ou por radioterapia.
Dessa forma, esses foliculos sdo impossibilitados de regeneragao (Paus e Foitzik,

2004). Diferentemente, a “delecao programada” de foliculos parece ser um
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fendbmeno fisioldgico, manifestando-se principalmente com a idade (Paus e Foitzik,
2004).

O ciclo de crescimento do pélo esta associado com mudangas no suprimento
sanguineo. Em espécies com ciclos de crescimento sincronizados, como a maioria
dos roedores, o desenvolvimento da fase andgena é acompanhado por um aumento
na perfusdo cutdnea devido a rearranjos vasculares (Mecklenburg et al., 2000;
Ohnemus et al., 2006). Entretanto, experimentos com transplante e cultura de
foliculos pilosos demonstraram que a inervacgao funcional e o suprimento sanguineo
original ndo s&o necessarios para que o pélo cresga, sugerindo que o sistema basico
de controle do ciclo de crescimento encontra-se no préprio foliculo piloso, mais

precisamente na papila dérmica (Ebling, 1988; Stenn e Paus, 2001).

1.1.4 Acoes e metabolismo de esterdides no foliculo piloso

Hormdnios sexuais sd@o sintetizados a partir do colesterol, e podem ser
facilmente distinguidos pelo numero de carbonos que apresentam em sua cadeia: 0s
estrogénios possuem 18, os androgénios contém 19 e os progestogénios
apresentam 21 carbonos (Chen et al.,, 2002). Nao compete a pele a sintese de
hormonios diretamente a partir do colesterol. Porém, esse tecido periférico possui
todas as enzimas necessarias para a conversdao de pro-horménios em compostos
com maior atividade biologica (Deplewski e Rosenfield, 2000). A produgao hormonal
periférica € muito significativa: estima-se que cerca de 50% da testosterona
circulante seja produzida pela pele e outros érgaos periféricos; e que a producéo de
estrogénio derivada de “6rgaos nao-classicos” seja de 75% em mulheres no periodo
fertil (Orfanos et al., 2000; Zouboulis, 2000). A sintese local de horménios sexuais
evidencia o controle autbnomo da pele, que é entado capaz de ajustar a formagéo e o
metabolismo de esterdides de acordo com as necessidades locais (Labrie et al.,
2000; Zouboulis, 2000).

Androgénios sé@o pre-requisitos para o desenvolvimento de pélos e glandulas
sebaceas. A importancia desses horménios no crescimento do pélo em humanos foi
primeiramente estabelecida por Hamilton e colaboradores, em 1950 (Hamilton,

1950), com observacées de que a castracdo antes da puberdade impedia o
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desenvolvimento de barba e pélos na axila, enquanto que a castracdo apds esse
periodo diminuia a quantidade de pélos nessas areas. Além disso, pacientes com
insensibilidade aos androgénios ndao apresentam pélos pubianos e axilares. Desde
entdo, tem-se comprovado que androgénios aumentam o tamanho do foliculo piloso
das diferentes regides corporais, o diametro do pélo e a propor¢ao de tempo que os
pélos permanecem na fase anagena (revisado em Deplewski e Rosenfield, 2000).
Uma excecao ocorre nos foliculos pilosos do vértice do escalpo, como sera
detalhado mais adiante.

Apenas uma pequena fracao de androgénios € encontrada de forma livre na
circulacéo, existindo um equilibrio entre a porcédo livre e o hormoénio ligado a
proteinas. Aproximadamente 90% da testosterona esta ligada a essas proteinas
séricas, sendo que a globulina carreadora de horménios sexuais (SHBG) é a
principal proteina de ligacdo a androgénios e atua como um sistema tampao,
limitando a disponibilidade dos esteréides (Hoffmann, 2001).

Os androgénios iniciam a estimulacdo do crescimento dos pélos na
puberdade, onde se verifica 0 desenvolvimento de pélos pubianos e axilares, tanto
em meninos como em meninas (Reynolds, 1951). Esses hormoénios influenciam
foliculos pilosos produtores de pélos do tipo vellus (finos, praticamente
despigmentados) a se transformarem em pélos terminais (maiores, mais grossos e
pigmentados) (Randall, 2007).

Embora os androgénios influenciem o crescimento de pélos em muitas areas
(como face, abdémen e peito nos homens), esses horménios podem ter efeitos
opostos em areas especificas do escalpo, causando calvicie. Esse fenémeno
envolve uma transformacdo reversa da descrita anteriormente: pélos terminais
assumem a forma de pélos do tipo vellus. Foliculos pilosos de areas distintas podem
entdo responder de maneira completamente diferente ao mesmo tipo de horménio
circulante, constituindo o que se conhece como um efeito bioldgico paradoxal. Esses
contrastes provavelmente ocorrem por diferengas na expressao génica individual
dos foliculos pilosos, com origem na embriogénese (Randall, 2007; Randall et al.,
2000).

A sintese hormonal na pele e no foliculo piloso ocorre a partir de um pré-
horménio, o sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS), precursor de fraca
atividade biologica e grande representatividade na circulagdo, produzido pelas

gbnadas e adrenais. A conversdao de DHEAS em dehidroepiandrosterona (DHEA)
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ocorre por acao da esterdide-sulfatase, enzima presente principalmente na papila
dérmica dos foliculos pilosos, cuja funcdo é a hidrélise 3-hidroxi-esterdides
sulfatados em 3-hidroxi-esterdides livres e ativos (figura 3) (Chen et al., 2002).
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Figura 3. Metabolismo de esterdides no foliculo piloso.

O préximo passo é crucial para a biossintese de esterbides sexuais, e envolve
a transformacédo de DHEA. Por meio da enzima 3B-hidroxiesterdide desidrogenase
(3p-HSD), DHEA é convertida em androstenediona. Através da enzima 17f3-
hidroxiesterdide desidrogenase (17p-HSD), DHEA pode também dar origem ao
androstenediol, que por sua vez pode ser convertido a testosterona (por meio da 3p3-
HSD).

A acao da 17B-HSD é vista como passo-chave na formacao de androgénios e
estrogénios. Isso porque a acao redutora da enzima é essencial para a formacéao de
androgénios mais ativos (formacao de testosterona e dihidrotestosterona a partir de
androstenediona e androstanediona, respectivamente); enquanto que a atividade
oxidativa inativa os esteréides sexuais mais potentes.

A testosterona pode também ser convertida a dihidrotestosterona (DHT), por
meio da Sa-redutase (5a-R). Dessa forma, ocorre amplificagdo do sinal androgénico,
por duas razdes: 1) DHT, diferentemente da testosterona, ndo pode ser convertida a

estrogénios, permanecendo com efeito puramente androgénico; 2) Estudos in vitro
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de Anderson e Liao, em 1968 (Anderson e Liao, 1968), verificaram que DHT se liga
ao receptor de androgénios com maior afinidade que a testosterona, formando um
complexo com maior estabilidade.

A regulacao dos niveis de horménios esterdides pode ser realizada pela 3a-
hidroxiesterdide desidrogenase (3a-HSD), ja que sua fungédo é a transformacéo de
DHT em androstanediol. Por fim, a aromatase forma estrogénios a partir de
androgénios, catalisando as reacdes de sintese de 17B-estradiol e estrona a partir

de testosterona e androstenediona, respectivamente.

1.2 Aromatase

A biossintese de estrogénio é catalisada por uma enzima da superfamilia
citocromo P450, denominada aromatase citocromo P450 (P450arom ou ARO). A
superfamilia € extremamente grande, contendo cerca de 480 membros distribuidos
em 74 familias, sendo que o gene da aromatase é o Unico membro da familia 19
(Simpson et al., 2002).

A aromatase, produto do gene CYP19 em humanos, € responsavel pelas 3
reacdes consecutivas de hidroxilagdo que convertem compostos de 19 carbonos
(androgénios) em metabdlitos de 18 carbonos (estrogénios) (Chen et al., 2002). O
gene CYP19 em humanos foi descrito ha alguns anos (Harada et al., 1990; Means et
al., 1989; Toda et al., 1990); esta localizado no cromossomo 15 e é composto por 34
kb correspondendo a regido codificadora (éxons Il a X) e 96 kb (éxon I)
representando a porgéo regulatéria. Essa regido regulatéria de tamanho incomum
contém 10 promotores tecido-especificos que séo utilizados alternativamente em
varios tipos celulares (figura 4). Apesar de cada tecido expressar um unico éxon |
nao-traduzido, a regido codificadora e traduzivel da aromatase inicia no éxon II,
permitindo que a proteina seja idéntica em todas as células em que é codificada
(Bulun et al., 2003; Mendelson et al., 2005; Simpson et al., 2002).



20

Exon I.1 Exon 1.4 Exon If Exon |.3 Exon lla
: : Gonad HBR
Placenta Tec Adiposo/Pele Encéfalo ga madma\\ onadas hI’ATAM
| dnadas
v \L ﬁ vy ¥ i ATTARU

T Iom wovovove v X X

et LA
.
>

A 4

A

o
<

=~06.7 kb =34.1 kb

Figura 4. Representacdo esquematica do gene CYP19 em humanos. Apenas alguns promotores do
éxon | estdo representados (Mendelson et al., 2005).

O promotor especifico para a placenta (I.1) é o mais distalmente localizado
em relacdo ao éxon Il (aproximadamente 93 kb). Promotores mais préximos,
localizados a cerca de 1 kb do coédon de iniciacdo S&0 0S expressos no 0SSO
(promotor 1.6), cancer de mama (promotor 1.3) e gbnadas (promotor lla). Ja a porcao
ndo-traduzida da proteina expressa na pele consiste da regido codificada pelo
promotor |.4, localizada a 73 kb do éxon Il. Um dos mecanismos que permite o
recrutamento desse grande numero de promotores € a natureza indistinta do cédon
ATG de iniciagao do éxon Il. (Bulun et al., 2003). Embora a regido codificadora seja
a mesma para todos os tecidos, as seqiéncias transcritas possuem variacées na
porcéao 5, indicando que a regulacao da expressao génica da aromatase é diferente
nos diversos tecidos que a apresentam (Simpson et al., 2002).

A partir de estudos de Callard e colaboradores, hoje se sabe que a
biossintese de estrogénios ocorre em todos os grupos de vertebrados. Nao foram
encontradas evidéncias da produc¢do desse horménio em animais desprovidos de
notocorda (Callard et al., 1978; Kishida e Callard, 2001). Em humanos, varios
tecidos tém a capacidade de expressar aromatase: ovarios (células da granulosa e
corpo luteo), testiculos (células de Sertoli, de Leydig e germinativas), placenta,
figado (somente fetal), tecido adiposo, pele, ossos (condrécitos e osteoblastos),
células endoteliais e de musculo liso. Além disso, a biossintese de estrogénio ocorre
em varias regides do cérebro, incluindo &reas do hipotalamo, sistema limbico e
cortex cerebral (Mendelson et al., 2005; Simpson et al., 2002).

A deficiéncia da aromatase em humanos foi registrada em 10 individuos (8
mulheres e 2 homens), ocasionada por mutagdes de substituicdo ou criagdo de um
cédon de parada prematuro. Meninas recém nascidas apresentaram pseudo-

hermafroditismo com clitoromegalia e hipospadia em varios graus de severidade. A
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partir da puberdade, as mulheres exibiram amenorréia, falhas no desenvolvimento
das mamas, hirsutismo, hipogonadismo-hipergonadotréfico e cistos nos ovarios.
Meninos sem aromatase apresentaram alta estatura e retardo na idade éssea,
resultando em osteopenia e baixa mineralizagdo éssea. Ambos possuiam obesidade
razoavel do tipo androide, além de elevados niveis de androgénios circulantes.
Entretanto, a infertilidade documentada em um dos individuos pode ser devida a
outros fatores genéticos (revisado em Simpson et al., 2002).

Foliculos pilosos incubados com androstenediona demonstraram a atividade
da aromatase em estudos pioneiros de Schweikert e colaboradores (Schweikert et
al., 1975). A localizagdo mais precisa da enzima foi determinada por Sawaya e
Penneys, onde o0s pesquisadores constataram por experimentos de
imunohistoquimica que a aromatase é expressa principalmente na bainha radicular
externa de foliculos em fase anagena. Além disso, o estudo nao encontrou
diferencas quanto a expressdo da enzima nos foliculos pilosos de homens e
mulheres (Sawaya e Penneys, 1992). A localizagcdo da aromatase nessa porcao
epitelial dos foliculos pilosos sugere que a enzima tenha fungdes no metabolismo
intrafolicular, convertendo androgénios potentes em estrogénios com o intuito de
evitar efeitos danosos em foliculos pilosos sensiveis aos androgénios (Hoffmann,
2001).

Courchay e colegas, em estudo posterior com foliculos pilosos obtidos pela
técnica do arrancamento (contendo principalmente queratindcitos e células da
bainha radicular externa), demonstraram por RT-PCR altos niveis de expresséo de
173-HSD2 e 5aR-1. Entretanto, a expressdo da aromatase foi bem menos
pronunciada nesses foliculos, se comparada com outros tecidos utilizados como
controles positivos (testiculo, ovario, placenta, utero, adrenais) (Courchay et al.,
1996). Outros estudos de Sawaya e Price analisaram biépsias de pacientes com
alopecia androgenética e verificaram que a expressdo da aromatase era bastante
evidente em foliculos da regido occipital e frontal do escalpo. Além disso, esses
pesquisadores evidenciaram que mulheres expressavam maiores niveis da enzima
do que homens (6 vezes mais em foliculos fronto-temporais e 4 vezes mais em
foliculos occipitais). Houve também a confirmacdo da presenga da aromatase
principalmente nas por¢des epiteliais do foliculo (Sawaya e Price, 1997).

Estudos mais recentes de Hoffmann e colaboradores confirmaram pesquisas

anteriores, demonstrando que mulheres possuem expressdo aumentada da
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aromatase em seus foliculos pilosos. Para tal, foram realizadas biopsias de foliculos
da regidao occipital de individuos normais, onde houve incubacdo com
androstenediona suplementada ou ndo com 17a-estradiol. Por ensaio
imunohistoquimico também se demonstrou que a enzima esta presente nas bainhas
radiculares dos foliculos pilosos (Hoffmann et al., 2002).

A sintese de estrogénios e a atividade da aromatase em 6rgdos como o
foliculo piloso ocorrem principalmente de modo local e agdo paracrina. O estrogénio
produzido em tecidos “ndo-classicos” pode ser em pequena quantidade, mas a
concentracdo local é de grande magnitude, proporcionando entdo os efeitos
biol6gicos. Assim, o estudo da aromatase em tais 6rgdos € de fundamental
importancia, ja que a producdo extragonadal de hormédnios pode ter fungdes
fisiolégicas e patofisioldgicas ainda ndo reconhecidas (Simpson, 2002).

1.3 Sindrome dos Ovarios Policisticos

A Sindrome dos Ovérios Policisticos (PCOS) é a endocrinopatia mais comum
em mulheres no menacme, e também a causa mais freqliente de hiperandrogenismo
e oligo-anovulagdo. A PCOS possui apresentagao clinica heterogénea, interferindo
nas fungdes metabdlicas, reprodutivas e endocrinas das mulheres afetadas. Estima-
se que 5 a 10% das mulheres em idade reprodutiva sejam portadoras de PCOS
(Balen, 2004; Ehrmann, 2005). Além de sintomas como anovulagdao crdnica,
distarbio menstrual e manifestagcbes do excesso de androgénios, a sindrome esta
associada com resisténcia insulinica, obesidade e maior risco para desenvolver
diabetes do tipo 2 e dislipidemia (Hart et al., 2004).

O hiperandrogenismo das pacientes € decorrente da producdo ovariana
exacerbada, e pode ser verificado por caracteristicas clinicas e/ou dosagens
bioquimicas. Clinicamente, o hiperandrogenismo é diagnosticado pela presenca de
manifestagcées cutdneas tipicas do excesso de androgénios, como hirsutismo, acne
ou alopecia. O hirsutismo em mulheres j4 é classicamente definido como o
crescimento de pélos de acordo com o padrao masculino de distribuicdo, e € o
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sintoma clinico mais freqlente do hiperandrogenismo, presente em
aproximadamente 60% das mulheres com PCOS. Através de dosagens bioquimicas,
0 excesso de androgénios pode ser verificado por medidas séricas de testosterona
total e testosterona livre, que representa a fracdo do hormdnio que esta
biologicamente disponivel (Chang et al., 2005; Norman et al., 2007; Vermeulen et al.,
1999).

Embora a etiopatogenia de PCOS nao esteja totalmente esclarecida, alguns
mecanismos fisiopatologicos sdo reconhecidos, tais como: aumento da pulsatilidade
do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e conseqliente alteragdo na
secrecao das gonadotrofinas; secrecdao aciclica de androgénios ovarianos e sua
conversao periférica em estrogénios; resisténcia insulinica com hiperinsulinemia
compensatéria associada a reducdo de SHBG (Spritzer, 2002). Apesar da
anormalidade de geracgéo de pulsos do GnRH ser bem esclarecida em PCOS, néo é
evidente se 0 evento ocorre por alteragdes intrinsecas na geracao da pulsatilidade
ou se é causado pelos baixos niveis de progesterona resultantes dos ciclos
irregulares dessas mulheres (Ehrmann, 2005).

A definicdo de PCOS mais comumente utilizada € o critério do National
Institutes of Health (NIH), de 1990 (Goodarzi e Azziz, 2006). A partir dessa
conferéncia, concluiu-se que as caracteristicas mais evidentes para diagnéstico de
PCOS séao: 1) hiperandrogenismo e/ou hiperandrogenemia; 2) anovulagéo crénica;
3) exclusdo de desordens associadas, como hiperprolactinemia, disturbios de
tiredide e hiperplasia adrenal congénita — forma nao classica (Zawadzki e Dunaif,
1992).

Pela sua alta prevaléncia e por se caracterizar por aumento na producao
ovariana de androgénios, a PCOS €& um bom modelo clinico para estudos da

regulacao hormonal do foliculo piloso em mulheres.
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1.4 Estudos anteriores

Nosso grupo de pesquisa tem utilizado como modelo a técnica de
“arrancamento” de foliculos pilosos do escalpo de homens e mulheres. O método
permite a analise do microambiente existente nos foliculos pilosos, principalmente
dos componentes epiteliais do tecido. Apesar das vantagens do método de cultivo
celular, sabe-se que muitas células mudam suas propriedades fisiolégicas quando
mantidas in vitro, quando estao isoladas da interacdo paracrina com outras células.
Pela técnica do “arrancamento”, pode-se verificar a expressdao de genes nos
foliculos pilosos de forma bastante semelhante ao que ocorre in vivo, € sem a
necessidade de bidpsias profundas na pele, que sdo invasivas e dispendiosas. A
metodologia é simples, econémica, ndo-invasiva e de facil aceitagdo pelas pacientes
(Qliveira, 2002).

Um estudo anterior do nosso grupo demonstrou uma menor expressao do
gene da enzima 17B-HSD2 em foliculos pilosos de mulheres hirsutas em relagéo aos
foliculos de mulheres normais e semelhante ao que ocorre nos homens. Este
resultado sugere que a 17B-HSD2 tenha um papel no desenvolvimento do
hirsutismo, ja& que a enzima é responsavel pela inativacdo de esterdides sexuais
mais potentes (como a testosterona) por reagdes de oxidacédo (Oliveira et al.,
2003b). Outras analises de expressao génica utilizando a enzima 5a-R confirmaram
a presenca do isotipo 1 (5a-R1) no vértice do escalpo de mulheres hirsutas, mas
nao verificaram diferenga significativa com relagdo aos padrdes de expressao de
mulheres normais. Assim, supde-se que a expressao do gene da 5a-R1 nao esteja
relacionada as diferengcas de crescimento de pélos observada entre mulheres
hirsutas e ndo-hirsutas (Oliveira et al., 2003a).
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2 JUSTIFICATIVA

O foliculo piloso é um microambiente versatil e bastante favoravel para
diversos tipos de estudos, como diferenciagao celular e interacoes entre epitélio e
mesénquima. A unidade pilo-sebacea expressa todas as enzimas capazes de gerar
tanto androgénios como estrogénios, e comporta-se como uma comunidade
organizada de ceélulas que emite, recebe e coordena sinais moleculares de outros
tecidos. A compreensao da biologia e mecanismos de acdo hormonal envolvidos
com o crescimento do pélo tem sido de grande interesse da area médica,
principalmente pela perspectiva de se obter novas op¢des de tratamento para
distarbios de crescimento de pélos. O estudo de foliculos pilosos da regidao do
escalpo utilizando a técnica do “arrancamento”, desenvolvida rotineiramente pelo
grupo, é uma alternativa ndo-invasiva para o entendimento dos padrdes de
expressao génica nesse tecido, de uma forma semelhante ao que acontece in vivo.
Além disso, a regidao do vértice do escalpo € sensivel a androgénios, podendo ser
amplamente utilizada para estudos acerca da influéncia hormonal. Como etapa
complementar aos nossos estudos prévios com o metabolismo de androgénios em
mulheres e em busca do melhor entendimento das manifestagdes cutaneas do
hiperandrogenismo, esse estudo pretende compreender esses mecanismos
avaliando a expressdo génica no foliculo piloso com enfoque no metabolismo de

estrogénios.
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3 OBJETIVOS

Determinar a expressédo génica da enzima aromatase em foliculos pilosos do
vértice do escalpo de mulheres em idade reprodutiva, com ciclos regulares e
ovulatérios e em pacientes com PCOS e comprovado aumento nos niveis de
androgénios circulantes.

Verificar se existe associagdo entre a expressdo génica da aromatase com

variaveis hormonais e metabdlicas dessas mulheres.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Pacientes

O grupo de estudo foi constituido de 54 mulheres no menacme. Vinte e trés
foram selecionadas entre as que consultavam por hirsutismo na Unidade de
Endocrinologia Ginecologica (UEG), Servico de Endocrinologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) durante o periodo de janeiro de 2005 a julho de
2007. Todas foram diagnosticadas como portadoras da PCOS, conforme critérios do
NIH (Zawadzki e Dunaif, 1992) e de acordo com estudos previamente publicados
(Comim e Spritzer, 2004; Spritzer et al., 2000; Spritzer et al., 2001). As demais 31
mulheres convidadas para compor 0 grupo controle possuiam ciclos menstruais
regulares e ovulatorios, e niveis de androgénios normais. As participantes de ambos
0s grupos ndo estavam sob influéncia de tratamentos hormonais ha pelos menos 3
meses. Excluiu-se desse estudo pacientes com tumores ovarianos/adrenais,
Sindrome de Cushing, hiperprolactinemia, disturbios da tiredide e hiperplasia adrenal

congénita forma nao-classica.

4.2 Avaliacao clinica e laboratorial

A avaliagao clinica foi realizada pela equipe médica da UEG do HCPA e incluiu a
determinacdo de medidas antropométricas (peso, altura, medida de circunferéncia
da cintura e do quadril) e célculo do indice de massa corporal (IMC) e relagéo
cintura/quadril (C/Q).
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A avaliagdo hormonal incluiu a determinagdo de horménio luteinizante (LH),
horménio foliculo-estimulante (FSH), DHEAS, testosterona total (TT) e SHBG. Foi

estimado o indice de androgénios livres (IAL) através da formula:

TT (em ng/mL) x 4,467 x 100
SHBG (em nmol/L)

IAL =

Foram também realizadas dosagens bioquimicas, apds jejum noturno de 12
horas: insulina, glicemia, colesterol total, HDL e triglicerideos. Foram calculados o
LDL-colesterol e o indice HOMA por meio das férmulas:

LDL calculado = (Colesterol total — HDL colesterol) - Triglicerideos
5

HOMA = glicose em jejum (em mg/dL)x insulina em jejum (em mUI/mL) x 0.05551
22,5

Estas dosagens foram executadas no Laboratério de Patologia Clinica do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre, conforme as seguintes especificacoes:

- Colesterol total, HDL-colesterol, Triglicerideos e Glicose: determinados por
método enzimatico colorimétrico — Advia 1650 (Bayer Diagnostics, Mannheim,
Alemanha).

- LH: determinado por ensaio eletroquimioluminométrico (ECLIA) — Elecsys 2010
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha). Sensibilidade: 0,12 UI/L.

- FSH: determinado por ECLIA — Elecsys 2010 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemanha). Sensibilidade: 0,05 UI/L.

- Insulina: determinado por ECLIA — Elecsys 2010 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemanha). Sensibilidade: 0,200 yUI/mL.
- Testosterona Total: determinado por radioimunoensaio (RIA). Kit Testosterone RIA
DSL-4000 (Diagnostic Systems Laboratories, Texas USA). Sensibilidade: 0,08 ng/mL
- SHBG: determinado por ECLIA — Kit Cobas® (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemanha). Sensibilidade: 0,35nmol/L
- DHEAS: determinado por ECLIA. Kit reagente Elecsys DHEA-S (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). Sensibilidade: 0,10ug/dL
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4.3 Avaliacao molecular

A coleta de foliculos pilosos anagenos da regido do vértice do escalpo foi feita
pelo método do “arrancamento” em uma subamostra das participantes arroladas
para o estudo, selecionadas por conveniéncia. Parte das amostras foi utilizada para
as etapas de padronizacado da expressao do gene da aromatase, conforme descrito
adiante, e outra foi utilizada para o estudo propriamente dito e que consistiu de
foliculos pilosos de 16 mulheres (5 mulheres com PCOS e 11 mulheres com ciclos
regulares). Por meio dessa técnica, sdo selecionadas pequenas mechas de cabelo
da regido do escalpo com o auxilio de uma pinga hemostatica de Crile adaptada.
Cada mecha contém cerca de 5 fios de cabelo que sdo “arrancados” e cujos
foliculos pilosos sao retirados juntamente com a remocao dos fios. Cerca de 4
mechas dessas sao coletadas, onde os fios sdo desprezados e apenas os foliculos
sé&o acondicionados em placas contendo solucéo salina fosfato (PBS), para que seja
evitada a degradacdao do material. Apds a coleta, os foliculos sdo colocados em
tubos tipo eppendorf e mantidos em nitrogénio liquido até a chegada ao laboratério
para o prosseguimento das avaliacoes.

A avaliagdo molecular dos foliculos pilosos foi realizada no Laboratério de
Endocrinologia Molecular e Neuroendocrinologia, Departamento de Fisiologia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no Laboratério de Biologia
Molecular do Servico de Endocrinologia do HCPA, que possuem toda infra-estrutura
necessaria para os procedimentos. As células dos foliculos pilosos foram lisadas
com um reagente a base de isotiocianato de guanidina e fenol (Trizol®, Invitrogen™,
Califérnia, EUA). Com cloroférmio, extraiu-se o RNA total, que foi precipitado por
centrifugacédo a 12000 g a 4°C com alcool isopropilico. O pellet resultante de RNA
era lavado com etanol 75% e ressuspendido com 4&gua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC). A quantificagdo do RNA foi feita por leitura
espectrofotométrica no aparelho GeneQuant pro RNA/DNA Calculator (Amersham
Biosciences), em absorbancia de 260 nm.

A sintese da fita de DNA complementar (cDNA) das amostras do estudo foi
feita a partir de 3 ug do RNA total extraido. Utilizou-se o sistema de pré-amplificacao
SuperScript™ First-Strand Synthesis System para RT-PCR (Invitrogen™, Califérnia,
EUA) e o termociclador PTC-100™ Programmable Thermal Controller (MJ Research,
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Inc., Watertown, Mass., EUA) para este proposito. Apés a desnaturacdo da fita
molde de RNA com oligonucleotideos iniciadores a 65°C por 5 minutos foi realizada
a reacao de transcricao reversa na presenca de 20 nM de Tris-HCI, 50 nM de KClI,
25 mM de MgCl,, 10 mM de uma mistura de dNTPs e 0,1 M de di-tiotreitol (DTT),
numa condicdo de 42°C por 55 minutos. A mistura foi aquecida a 70°C para
interrupcdo da reacao e incubada com a enzima Rnase H de Escherichia coli por 20
minutos a 37°C, a fim de degradar o RNA n&o-transcrito.

Apo6s esse procedimento, o cDNA foi purificado com o kit lllustra™ GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, Inglaterra), de acordo com o
protocolo do fabricante, para eliminar possiveis interferentes para a reagdo de PCR
em tempo real.

A andlise de expressao génica foi realizada no Laboratério de Biologia
Molecular do Servico de Endocrinologia do HCPA. Esse estudo utilizou a
metodologia de PCR em tempo real, com o equipamento 7500 Fast Real-Time PCR
System e o software Sequence Detection Software, versao 1.4, ambos da Applied
Biosystems. Nessa técnica, a quantidade de produto formada é monitorada no
decorrer da reacao, por deteccao da fluorescéncia emitida por corantes ou sondas,
que é proporcional a quantidade de produto formado. Assumindo uma determinada
eficiéncia de amplificagdo, onde tipicamente ha duplicagcdo do nimero de moléculas
amplificadas a cada ciclo da reacéao, € possivel calcular o numero de moléculas de
DNA que estava presente inicialmente em cada amostra (Kubista et al., 2006). O
sistema de detecgdo continua da fluorescéncia coleta dados a cada ciclo de
amplificagdo e os dados sdo analisados na fase exponencial da reacdo de PCR,
onde ha alta precisdo no processo de amplificagdo. Quanto maior a quantidade de
material presente em uma amostra, menor serd o numero de ciclos necessério para
que o sinal fluorescente seja registrado como estatisticamente significativo acima da
fluorescéncia basal. Esse ponto é definido como ciclo limiar (Ct), e ocorrera sempre
na fase exponencial da reagdo, onde sera realizada a quantificagdo. Assim, evita-se
que a amplificagdo seja analisada ap6s a reagao ter atingido o seu platé, como
ocorre com o0 uso da PCR convencional, onde a quantificacdo pode nao ser tao
precisa devido a escassez de um ou mais reagentes nesse estagio da reacao
(Applied-Biosystems, 2005; Bustin, 2000).

Utilizou-se como sistema de detecgcdo o corante SYBR Green (reagente

SYBR® Green PCR Master Mix, Applied Biosystems). O sistema é bastante simples
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e flexivel, j& que o corante intercala-se a dupla fita de DNA. Assim, a emisséo de luz
€ proporcional ao numero de fragmentos formados na amplificagdo (Bustin, 2000).
Esse sistema permite também realizar um controle de amplifica¢des inespecificas.
Ao final da reagdao de amplificacao, € adicionado um passo de aumento gradual de
temperatura, denominado Estagio de Dissociacdo. A medida que os produtos
gerados pela PCR desnaturam com esse aumento da temperatura, o sinal
fluorescente do SYBR® Green decresce, j4 que esse emite fluorescéncia apenas
quando o DNA encontra-se em dupla-fita. O grafico da fluorescéncia em funcao da
temperatura (denominado curva de dissociagdo ou curva de melting, ilustrado na
figura 5) permite verificar a especificidade dos produtos da reagdo de PCR (Applied-
Biosystems, 2005).
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Figura 5. Curvas de dissociagdo dos genes utilizados no estudo. A) B.m (temperatura de melting =
77,0°C). B) Aromatase (temperatura de melting = 79,0°C)

O método escolhido para quantificagdo foi o de Curva Padrao Relativa. Por
essa tecnica utilizam-se diluicbes seriadas (curvas-padrdo) para o gene alvo e um
controle endégeno em cada reagao, e as amostras sdo interpoladas nessas curvas
para quantificacdo, conforme apresentado na figura 6. O controle endégeno é um
gene de referéncia com expressdao homogénea entre as amostras em estudo. Assim,
normalizou-se a amplificacdo do gene alvo com a amplificagdo do controle
enddgeno, para correcao de variacoes de amplificacdo devido a quantidade de
material inicial presente nas amostras, condigdes de processamento e presenca de
inibidores da PCR (Applied-Biosystems, 2005). O controle enddgeno utilizado nesse
estudo foi o gene da B>-microglobulina (B-m), e as amostras foram quantificadas em

triplicata. Os resultados séo, portanto, expressos como a relagdo aromatase/Bm.
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Figura 6. Curva de diluicao seriada para quantificagao relativa do gene da 3.m, utilizado com controle
enddgeno nesse estudo.

Os oligonucleotideos iniciadores para as reacdes (Invitrogen™ California,
USA) possuem seqiéncias de acordo com a tabela 1. Antes de prosseguir para a
analise de expressdo génica das pacientes, realizou-se padronizacdes para as
condi¢coes da reacdo de PCR em tempo real visando otimizar os ensaios, como
adequacao da temperatura de anelamento e quantidade de cDNA e de primers a
serem utilizados. As condicOes das reacoes de PCR em tempo real estao listadas na
tabela 2.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores para as reagées de PCR em tempo real.

Tamanho do

Gene Sequiéncia (5'-3") fragmento Referéncia
Aromatase
sense TCT GGATCT CTG GAG AGG AAA 133 pb (Zhang et al., 2003)
antisense  GCC TTT CTC ATG CAT ACC GA
Bm
sense CTATCC AGC GTA CTC CAAAG 165 pb (Primer30utput)

antisense  ACA AGT CTG AAT GCT CCACT
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Tabela 2. Condigbes para reagdes de amplificagdo em tempo real

Gene

Aromatase B2m
primer sense 200 pmol 200 pmol
primer antisense 500 pmol 200 pmol
SYBR® Green PCR Master Mix 12,5l 12,5 ul
cDNA 1 ul 1wl
Volume final 25yl 25yl
Desnaturagao 94°C - 30s -
Anelamento 56°C - 45s -
Extensao 72°C - 40s -

Ciclos 40 -

4.4 Anadlise estatistica

Os resultados sao apresentados como médias + desvio padréo (variaveis com
distribuicdo normal) ou medianas e intervalo interquartil (variaveis ndo-parametricas).
Comparacgbes entre as medias foram analisadas pelo Teste t de Student;
comparagdes entre medianas foram analisadas com o Teste Mann-Whitney U.
Correlagbes bivariadas entre variaveis numeéricas continuas foram examinadas por
meio do coeficiente de correlacdo de Pearson, com transformacéao logaritmica das
variaveis com distribuicdo n&o-gaussiana para que se adequassem a utilizagdo
desse teste.

Utilizou-se o programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS,
Chicago, IL, USA), versao 14.0, e foram considerados como significativos os valores
de P < 0,05. Os gréficos ilustrados na seg¢ao dos resultados foram desenhados com

auxilio desse mesmo programa, na versao 10.0.
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4.5 Consideracoes éticas

O projeto faz parte de um estudo mais amplo (n® 04-245) aprovado pela
Comissdo de Pesquisa e Etica em Saude (GPPG), reconhecida pela Comissao de
Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e
pelo Office for Human Research Protection (OHRP)/USDHHS, como Institutional
Review Board, onde se obteve o consentimento informado por escrito das pacientes

e/ou responsaveis.
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5 RESULTADOS

A Tabela 3 apresenta os dados clinicos e antropométricos do grupo de
mulheres com ciclos ovulatérios e o das pacientes com PCOS participantes desse
estudo. Embora ambos os grupos tenham apresentado IMC similar, as pacientes
com PCOS eram mais jovens, possuiam uma relagdo C/Q maior, assim como
pressdo arterial sistolica e diastolica mais elevadas que as mulheres com ciclos
regulares. Além disso, as portadoras de PCOS apresentaram escore clinico de
hirsutismo (escore de Ferriman modificado) mais elevado que as pacientes do grupo
controle.

Tabela 3. Dados clinicos e antropométricos das mulheres participantes do estudo.

PCOS Ciclos regulares

n=23 n=231 P
Idade (anos) 23+7,35 29,7 + 6,21 0,001
IMC (kg/m?) 29,93 + 8,02 27,78 + 5,48 0,275
Relacdo C/Q (cm) 0,88 £ 0,06 0,82 £ 0,06 0,004
PA sistélica (mmHg) 127,22 + 15 115,43 + 11,02 0,002
PA diastélica (mmHg) 82,09 +11,8 72,1 £10,29 0,002
Ferriman modificado 15,4 £ 4,71 9,85 + 5,67 0,002

IMC = indice de massa corporal; C/Q = relagao cintura/quadril; PA = pressao arterial
Dados expressos como média + desvio padrdo

Os dados relacionados com as varidveis metabdlicas sdo apresentados na
tabela 4 e na figura 7. Em relagdo aos niveis séricos de glicose, houve diferenca
apenas na medida de glicose em tempo 120 minutos, onde as mulheres com PCOS
apresentaram niveis mais elevados. O perfil lipidico dos dois grupos foi
estatisticamente semelhante, exceto em relacdo ao colesterol HDL, onde as
mulheres com ciclos regulares apresentaram niveis mais elevados.

Observou-se também que as mulheres com PCOS apresentaram niveis
séricos mais elevados de insulina [12,71 (7,58 — 24,81)] em relacdo ao grupo
controle [8,58 (6,09 — 11,93), P = 0,029]. O indice HOMA foi igualmente mais
elevado no grupo de pacientes com PCOS do que nas mulheres com ciclos
regulares (medianas e intervalos interquartis de 2,85 [1,63 — 5,89] e 1,89 [1,21 —
2,87], respectivamente, P = 0,043)
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Tabela 4. Dados metabdlicos e hormonais das pacientes com PCOS e das mulheres com ciclos
regulares.

PCOS Ciclos regulares

n=23 n=31 P
Glicose 0' (mg/dL) ® 91,22 + 18,99 88,65 + 8,61 0,507
Glicose 120" (mg/dL) ? 120,05 + 60,81 96,9 £ 22,08 0,064
Colesterol total (mg/dL) ? 157,3 + 33,02 166,65 + 28,92 0,274
HDL (mg/dL) ? 48,43 £9,18 55,26 + 13,27 0,039
LDL calculado (mg/dL) ® 88,25 + 27,26 95,77 + 23,44 0,282
Triglicerideos (mg/dL) ° 73 (57 - 152) 60 (47 - 110) 0,132
DHEAS (ug/dL) ® 219,57 £ 80,58 179,93 + 90,21 0,108
FSH (mUl/mL) ® 5,85+1,72 6,94 £ 3,45 0,132

HDL = lipoproteinas de alta densidade; LDL = lipoproteinas de baixa densidade; DHEAS = sulfato de
dehidroepiandrosterona; FSH = hormonio foliculo estimulante

a = dados expressos como média * desvio padrao

b = dados expressos como mediana e intervalo interquartil

A 30 * B12 *
109

T 204 8

£

35 -1 <

2 =

£ 2

2

£ 104 4
24

0 0 ‘

PCOS Ciclos regulares PCOS Ciclos regulares

Figura 7. Parametros metabodlicos de pacientes com PCOS e mulheres com ciclos regulares. A)
Niveis séricos de insulina (P = 0,029). B) HOMA (P = 0,043).

No que se refere as concentragdes circulantes dos horménios estudados, ndo
foram encontradas diferengas significativas entre os grupos quanto aos niveis
sericos de DHEAS e FSH (Tabela 4).

Por outro lado, observou-se que mulheres com PCOS apresentaram niveis
séricos mais elevados de testosterona total (0,99 * 0,35) em relacdo as pacientes
controles (0,59 £ 0,18, P < 0,001). Diferencas estatisticamente significativas foram
encontradas também quanto as medidas de SHBG, onde as portadoras de PCOS
[23 (17-38,8)] tiveram niveis menores que as mulheres com ciclos regulares [39 (29-
51,6) P = 0,004] (dados representados na figura 8). Na mesma figura, ilustramos
também que as participantes com PCOS apresentaram maior indice de androgénios
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livres [14,88 (10,64 — 25,69)] comparadas as participantes do grupo controle [5,74
(4,47 —9,28) P < 0,001].

Testosterona Total (ng/mL)

PC.OS Ciclos régulares
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Figura 8. Parametros hormonais de pacientes com PCOS e mulheres com ciclos regulares. A) Niveis
séricos de testosterona total (P < 0,001); B) Niveis séricos de SHBG (P = 0,004); C) Indice de
Androgénios livres calculado (P < 0,001).

A figura 9 ilustra os niveis séricos de LH e a relagdo entre as medidas de LH e
FSH. Com relagdo aos niveis de LH, o grupo PCOS apresentou niveis mais
elevados que o grupo controle (medianas e intervalos interquartis de 7,15 [4,79 —
13,7] e 6,08 [3,77 — 7,71], respectivamente, P = 0,04). Observamos também uma
diferenca da relacdo LH/FSH entre os grupos, sendo que as pacientes com PCOS
tiveram essa relagdo aumentada [1,79 (0,93 — 2,07)] (mediana e intervalo interquartil
para o grupo controle foram de 0,87 [0,66 — 1,16], P = 0,003).
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Figura 9. A) Niveis séricos de LH entre os grupos estudados (P = 0,04). B) Relagao LH/FSH dessas
pacientes (P = 0,003).

A analise da expressao génica da aromatase nos foliculos pilosos do vértice
do escalpo foi realizada em uma sub-amostra do grande grupo de pacientes. A
figura 10 ilustra a relacdo aromatase/pf.m nesses dois subgrupos. Podemos observar
que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo PCOS [52,11
(5,68 — 84,8)] e o grupo de mulheres com ciclos regulares [80 (35,31 — 138,25, P =
0,157].
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Figura 10. Expressdo génica da aromatase em pacientes com PCOS e mulheres com ciclos

regulares. Os valores foram normalizados com a expressdo do gene da P.m. UA = unidades
arbitrarias.

Para verificar possiveis associagdes da expressao génica da aromatase com
as variaveis estudadas, foram testadas algumas correlagdes, que sdo apresentadas
na Tabela 5 e figura 11. Nao houve correlagdes significativas com testosterona total,
indice de androgénios livres ou insulina. No entanto, a expressdo do gene da
aromatase em foliculos pilosos do escalpo de mulheres correlacionou-se
negativamente e com significancia estatistica com o0s niveis séricos de LH (P =
0,008, r = -0,653) (figura 11).

Tabela 5. Correlagdes de Pearson entre o log da relagao aromatase/p.m e varidveis hormonais e
metabdlicas.

Correlacao P r
Log Aro/Bom X TT 0,101 -0,425
Log Aro/Bom X Log IAL 0,321 -0,265
Log Aro/Bom X Log Insulina 0,201 -0,338

TT = testosterona total; IAL = indice de androgénios livres
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Figura 11. Correlagcdo moderada entre a expressao da aromatase em foliculos pilosos do vértice do
escalpo e niveis séricos de LH (P = 0,008, r = -0,653).

Foi a seguir analisado se esta correlacado era dependente de concentragdes
hormonais séricas. A tabela 6 mostra que a correlagdo negativa e significativa entre

a expressao génica da aromatase e os niveis séricos de LH € independente dos

niveis séricos de testosterona total e SHBG.

Tabela 6. Correlagdes parciais do log da relagao aromatase/f.m X log LH, controladas pelos niveis de
testosterona total e SHBG.

Correlagao Variavel controlada P r

Log Aro/B.m X Log LH T 0,029  -0,562
Log SHBG 0,008  -0,653
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6 DISCUSSAO

No presente estudo buscou-se caracterizar alguns aspectos da fisiologia dos
hormonios sexuais num tecido alvo especifico que € o foliculo piloso do escalpo
feminino. Utilizou-se a regido do vértice do escalpo, que € reconhecidamente
sensivel a acdo destes hormoénios (Oliveira, 2002). Para isso, foram recrutadas
mulheres com ciclos regulares e ovulatérios e niveis circulantes de androgénios
normais. Adicionalmente, estudou-se uma amostra de mulheres com a Sindrome
dos ovarios policisticos (PCOS), que apresentam niveis séricos aumentados de
androgénios e que, portanto, poderiam contribuir para a avaliagdo das acdes
hormonais neste modelo de estudo. Cabe salientar que muitas das pacientes com
PCOS apresentam também alteracdes metabdlicas, entre elas a resisténcia
insulinica, que poderiam ser de interesse para a analise realizada.

As pacientes com PCOS sao oriundas do ambulatério da Unidade de
Endocrinologia Ginecologica e o grupo de mulheres com ciclos ovulatérios é
proveniente tanto do ambulatério quanto de chamamento pela midia para participar
de um estudo mais amplo, do qual o presente trabalho é parte integrante. Todas as
mulheres, dos dois grupos, preencheram os critérios de idade de terem tido a
menarca ha pelo menos dois anos e de estarem no menacme, uma vez que
alteracdes hormonais préprias do periodo pdés-menopausico poderiam interferir com
os resultados. Por outro lado, o fato de as pacientes com PCOS apresentarem
menor idade média que o grupo de mulheres ovulatérias pode ser explicado por se
tratar de uma endocrinopatia de inicio a partir da puberdade (Ehrmann, 2005), o que
faz com que estas jovens procurem auxilio médico cedo em suas vidas.

Ambos os grupos em estudo foram emparelhados pelo IMC, cujo valor médio
foi classificado como sobrepeso. Entretanto, as pacientes com PCOS apresentaram
valor médio mais elevado para a relagdo cintura/quadril. Esse resultado esta de
acordo com Chang e colaboradores, que descrevem a obesidade em PCOS como
sendo do tipo andréide, ou seja, caracterizada por um aumento de tecido adiposo
visceral (Chang, 2004; Toscani et al., 2007). E esse tipo de tecido adiposo que é
metabolicamente ativo e que, quando aumentado, resulta em resisténcia insulinica,
diabetes tipo 2, dislipidemia e hipertensdo, condi¢cdes essas associadas a PCOS
(Lord e Wilkin, 2002; Spritzer e Wiltgen, 2007).
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E bem conhecido que estas alteracées hormonais e metabdlicas observadas
na PCOS estdo associadas a uma maior prevaléncia de fatores de risco para
doenca cardiovascular (Guzick, 2004; Talbott et al, 2001), embora as evidéncias
sejam mais fortes para as outras comorbidades associadas, como diabetes tipo 2
(Norman et al., 2007). Fatores isolados caracteristicos da sindrome metabdlica,
como pressao arterial e perfil lipidico, freqiientemente estao alterados nas pacientes
com PCOS. A alteragdo central para o desenvolvimento da sindrome metabdlica
parece ser a resisténcia insulinica e hiperinsulinemia secundaria (Diamanti-
Kandarakis et al., 2007). No presente estudo, estes dados foram confirmados, pois
o grupo PCOS apresentou valores de presséao arterial sistélica e diastélica mais
elevados em relagdo ao grupo controle. Da mesma forma, as pacientes com PCOS
tiveram niveis médios de HDL-colesterol mais baixos que o das mulheres com ciclos
ovulatérios. Além disso, os niveis séricos de insulina e o indice HOMA, considerado
um marcador de resisténcia a insulina, foram mais elevados nas pacientes com
PCOS do que nas mulheres com ciclos regulares, confirmando a maior prevaléncia
de resisténcia insulinica na PCOS (Dunaif, 1997).

Apesar de nao ser um critério para o diagnéstico, observa-se que pacientes
com PCOS apresentam, com freqiiéncia, niveis mais elevados de LH quando
comparadas com mulheres sem a sindrome (Fauser et al., 1991). Concentracoes
elevadas de LH podem ser observadas em 40-60% das pacientes (Balen et al.,
1995). Essa caracteristica decorre de alteracées na pulsatilidade do GnRH, que se
traduzem por um padrao anormal de pulsatilidade das gonadotrofinas, com secregéao
excessiva de LH estimulando as células da teca a produzirem androgénios, mas
niveis normais de FSH (Rebar et al.,, 1976). Dessa forma, outra caracteristica da
endocrinopatia verificada no nosso estudo, € a elevacado da relagdo LH/FSH, que
contribui para a secregcdo aciclica de androgénios ovarianos e sua conversao
periférica em estrogénios (Spritzer, 2002).

Cerca de 60-80% das mulheres com PCOS apresentam altas concentragdes
de testosterona circulante, sendo que o hirsutismo € a manifestacdo clinica mais
freqliente nessas pacientes (Chang et al., 2005). Nosso grupo de pacientes com
PCOS apresentou niveis de testosterona total mais elevado e grau de hirsutismo
mais pronunciado, como se pode verificar pelos valores médios do escore de

Ferriman modificado.
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Em algumas mulheres com PCOS, outras fontes podem ser as responsaveis
pela hipersecrecao de androgénios (Carmina, 2006). Estima-se que 25% das
portadoras de PCOS apresentem niveis elevados de DHEAS (Kumar et al., 2005).
Como o DHEAS é secretado principalmente pelas adrenais, presumimos que 0s
niveis semelhantes encontrados entre os grupos do nosso estudo refletem que o
hiperandrogenismo das pacientes com PCOS é predominantemente decorrente de
hiperproducao ovariana.

As células da teca do ovario ficam mais responsivas as gonadotrofinas e
como resultado produzem androgénios em excesso, fato associado ao excesso de
LH e a presenca de hiperinsulinemia. Em 30 a 60% dos casos de PCOS, em
especial nas pacientes obesas, a hiperinsulinemia secundaria a resisténcia insulinica
estara presente (Nestler e Jakubowicz, 1996; Spritzer, 2002). A insulina em altas
concentracbes atua de maneira sinérgica com o LH, e propde-se que o
hiperandrogenismo mediado pela agdo da insulina ocorra por meio da sua ligagao a
receptores ovarianos para IGF-I (Dunaif, 1997). Além disso, a insulina amplifica os
efeitos da testosterona por supressao da producao hepatica de SHBG (Balen, 2004).
Isso se traduz pelo aumento no indice de androgénios livres, ou seja, disponivel
para acao em tecidos periféricos como o foliculo piloso.

O hirsutismo representa uma disfuncdo de grande impacto psico-social,
decorrente da acao dos androgénios sobre a pele e dependente de varios fatores
correlacionados, tais como niveis de androgénios e da SHBG e consequente relacdo
hormonio livre/horménio ligado, além da capacidade de conversao de androgénios
em estrogénios (Spritzer, 2002). A producdo de estrogénios via precursores
androgénicos e a agdo da enzima aromatase sao de grande importancia para o
metabolismo local de tecidos como o foliculo piloso (Thornton et al., 2006). A técnica
do arrancamento que utilizamos para a coleta dos foliculos pilosos das mulheres
participantes é validada para estudos da expressdo génica de enzimas envolvidas
na esteroidogénese (Oliveira et al., 2003a; b). Por meio dessa técnica, extrai-se RNA
das porcdes de origem epitelial do foliculo piloso, principalmente das bainhas
radiculares externa e interna. Nao ha como realizar a analise da expressao de genes
da papila dérmica, visto que essa por¢ao do foliculo piloso s6 pode ser analisada
quando sao realizadas bidpsias da pele. A bidpsia € um método invasivo de coleta,
exige a utilizacdo de uma sala asséptica e é mais dificil de ser aceita pelas pacientes

do que o método do arrancamento.
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Nesse estudo, analisamos a expressdao do gene da aromatase em foliculos
pilosos do vértice do escalpo de mulheres. Outros pesquisadores ja haviam
detectado a presenca da enzima em foliculos pilosos provenientes de outras
regidbes. Sawaya e Price compararam a atividade da aromatase em foliculos da
regidao occipital e frontal do escalpo (Sawaya e Price, 1997). Lachgar e colegas
(Lachgar et al., 1999) estudaram a localizacdao da aromatase em foliculos da regiao
occipital do escalpo, enquanto Thornton e colaboradores (Thornton et al., 2006)
realizaram cultura de células da papila dérmica proveniente de pélos da barba de
homens para analise da expressdo da enzima. Entretanto, nenhum estudo que
analisou a expressao génica ou protéica da aromatase utilizou foliculos pilosos da
regiao do vértice do escalpo. A utilizacdo de foliculos provenientes dessa regido €
uma boa alternativa para estudos de influéncia hormonal em mulheres. Sabe-se que
a regido da barba de homens é dependente de androgénios, assim como a regiao
pubiana de ambos o0s sexos; a regido do vértice do escalpo € sensivel aos
horménios, podendo apresentar miniaturizagdo frente a maior concentracdo de
androgénios circulante (Oliveira, 2002). Visto que o nosso objetivo € o melhor
entendimento das manifestacdes locais do hiperandrogenismo em mulheres, deve-
se optar por regides que sejam mais responsivas a esses hormonios, em detrimento
de regides independentes de androgénios (como a occipital e a frontotemporal), que
sao utilizadas por outros autores.

O presente modelo de estudo permitiu determinar que a regido do vértice do
escalpo de mulheres, em idade reprodutiva, expressa o gene da aromatase, embora
esta expressdo seja de fraca intensidade. Courchay e colaboradores ja haviam
relatado baixa intensidade de expressdo génica da aromatase em foliculos pilosos
da regidao occipital obtidos pelo método do arrancamento, se comparada a outros
tecidos utilizados como controles positivos (placenta, ovario e utero), utilizando a
metodologia de PCR convencional (Courchay et al., 1996).

Por outro lado, o papel dos androgénios sobre a atividade da aromatase ou
sua expressdo génica € ainda controverso. Dados da literatura indicam que
androgénios podem modular a expressao da aromatase, dependendo do género e
da regido estudada. Stillman e colegas analisaram fibroblastos da regido genital de
homens normais. Ap6s a incubacdo com testosterona ou DHT por 48 horas, a
atividade da aromatase aumentou aproximadamente 5 vezes se comparada ao

controles (Stillman et al., 1991). Lachgar e colegas mostraram que a associacao de
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diferentes tratamentos em cultura de células da PD provenientes de foliculos da
regiao occipital, como a suplementacao com inibidor da 50-R e antagonista do
receptor de androgénios, podem aumentar a expressao génica da aromatase
(Lachgar et al.,, 1999). Em estudo comparando a atividade da aromatase em cultura
de foliculos obtidos de bidpsias da regidao occipital, Hoffmann e colegas
demonstraram que 17a-estradiol induziu a atividade enzimética e que foliculos de
mulheres expressaram mais aromatase que os foliculos de homens, sugerindo que
androgénios possam ter uma influéncia inibitoria sobre a aromatase (Hoffmann et al.,
2002).

No presente estudo, a comparacao da expressao génica da aromatase nos
foliculos pilosos de pacientes com PCOS e de mulheres com ciclos regulares nao
mostrou diferenca estatisticamente significativa. Entretanto, apesar do uso de
metodologias diferentes e do nosso enfoque no estudo de mulheres em idade
reprodutiva, com a observagdo complementar do que ocorre com pacientes com
hiperandrogenismo, nossos resultados se assemelham aos achados in vitro de
Thornton e colaboradores. Apds andlise de expressao génica de células da PD de
foliculos pilosos da regido occipital do escalpo e da barba de homens cultivadas em
diferentes meios, esses pesquisadores demonstraram que nao houve diferenca dos
padroes de expressdo de aromatase nas células suplementadas com testosterona
ou DHT em relacao as células nao tratadas (Thornton et al., 2006).

E conhecido que a papila dérmica é o centro de comando do foliculo piloso, e
€ dependente da agao androgénica. De acordo com o modelo proposto por Randall,
em 1991, os androgénios agem diretamente nas células da PD por ligacdo aos seus
receptores especificos, iniciando assim a alteragdo da expressao génica de fatores
regulatérios que influenciam outras células-alvo (Randall et al., 1991). Dessa forma,
a PD seria o alvo direto da agdo androgénica, enquanto outras células como
queratinécitos e melanécitos seriam alvos indiretos (Randall, 2007). Nao podemos,
portanto, excluir que a expressao do gene da aromatase seja mais intensa e sofra
regulagao por androgénios quando o tecido estudado é diretamente a PD. Por outro
lado, como as células da BRE e BRI estdo na porcao epitelial, é possivel que a
regulacao do balango estrogénico no metabolismo dos foliculos pilosos ndo seja tao
pronunciada nessa regiéo.

A auséncia de diferenca na expressao génica da aromatase entre 0s grupos

ndao implica que ndo haja eventuais diferencas na atividade enzimatica local.
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Entretanto, os procedimentos para medir atividade enzimatica e também a
expressao desta proteina dependem de maiores quantidades de tecido, que nao é
possivel obter com a metodologia de arrancamento utilizada. E importante, por outro
lado, assinalar que o método desenvolvido no laboratério tem grande valor para
avaliacao inicial de caracterizacdo de expressao de genes especificos, como foi o
caso determinacdo da expressdao do gene da aromatase, verificada no presente
trabalho. Estudos futuros, utilizando foliculos pilosos de pacientes em uso de
anticoncepcionais (com administracdo exdégena de estrogénios) ou de
antiandrogénios, poderéo trazer novas evidéncias a esta questdo. Além disso, por
apresentar grande sensibilidade, a técnica de PCR em tempo real utilizada € capaz
de evidenciar mesmo uma expressao muito baixa de determinado gene. Isso pode
explicar a dispersdo dos dados da expressao génica da aromatase, observada
principalmente, no grupo de mulheres com ciclos regulares e ovulatérios. No futuro,
sera importante arrolar novas voluntarias, controlando algumas variaveis, como a
idade, fase do ciclo e uso de anticoncepcionais orais. Um outro aspecto que merece
ser mencionado € o projeto de se estudar a expressdao do gene da aromatase em
pacientes portadoras de alopecia androgenética.

Considera-se que o microambiente hormonal nos foliculos pilosos possa
sofrer a influéncia dos niveis circulantes de horménios. Além disso, este tecido é
capaz de utilizar estes hormbnios como precursores que podem ser convertidos em
metabdlitos mais ou menos ativos (Deplewski e Rosenfield, 2000; Ohnemus et al.,
2006). Foliculos pilosos sdo tecidos de interacdo, ndo devem ser vistos apenas
como receptores de sinais de outros 6érgaos enddcrinos (Zouboulis, 2000). Essa
capacidade de coordenar sinais moleculares de diversas fontes nos mostra que
existe uma maior complexidade na associagdo entre niveis séricos e expressao
génica local. Outros co-reguladores da transcricdo intrinsecos ao metabolismo
proprio dos foliculos pilosos devem estar envolvidos na manutencédo desse padrao
de expressao génica no tecido, tanto em condi¢Ges clinicas de hiperandrogenismo
como em condi¢des normais.

A analise de associacdo da expressdo génica da aromatase com variaveis
hormonais realizada no presente estudo pretendeu avaliar esta questao incluindo
mulheres com grande variagdo nos niveis de androgénios pertencentes aos 2
grupos em estudo. Nao se observaram correlacdes significativas, exceto para os

niveis de LH cuja correlagdo foi negativa e significativa. E possivel que o LH
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represente um marcador de PCOS nesta amostra de mulheres e que a correlacao
negativa encontrada reflita mais o conjunto das alteragdes metabdlicas e hormonais
caracteristico desta Sindrome. O método estatistico ideal para confirmar esta
hipotese seria um modelo de regressao logistica, 0 que nao é factivel nas condigdes
atuais, devido a necessidade de um numero muito grande de individuos a serem
estudados. A complexidade da associacao entre variaveis hormonais e a expressao
génica local pode, no entanto, ser verificada de forma aceitavel utilizando-se
analises de regressao parcial. No presente estudo, o ajuste da correlagdo entre
expressado génica da aromatase e niveis de LH, pela testosterona ou pela SHBG,
mostrou que esta relacdo negativa é independente destes hormbnios e que,
efetivamente, um conjunto mais amplo de fatores pode estar, pelo menos em parte,
envolvido com a expressao do gene da aromatase no foliculo piloso do vértice do
escalpo em mulheres e sua associagao negativa com o LH.

Estudos acerca da influéncia hormonal em &érgaos periféricos sdo bastante
relevantes para o entendimento de manifestagdes clinicas que acompanham o
hiperandrogenismo, como o hirsutismo e a alopecia. Além disso, novas alternativas
terapéuticas podem advir dessa compreensdo. Além de métodos de analise da
atividade enzimatica anteriormente sugeridos, estudos subsequentes utilizando
pacientes hirsutas de outras etiologias, portadoras de alopecia ou o estudo de outras
regides pilosas horménio-dependentes poderdo confirmar o padrdao de expressao
génica da aromatase nos foliculos pilosos. A analise da expressao génica e protéica
do receptor de estrogénios nesse tecido pode ser importante para o melhor
entendimento do metabolismo local de ester6ides em mulheres em condicoes
normais e de hiperandrogenismo. Por fim, o estudo de mulheres sob influéncia de
medicamentos antiandrogénicos e associacdo com variaveis clinicas, hormonais e
metabdlicas ao longo do tratamento podem auxiliar no entendimento da

complexidade de interagbes que ocorre nos foliculos pilosos.
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7 CONCLUSOES

Os dados do presente trabalho permitem concluir que:

1) Foliculos pilosos da regido do vértice do escalpo de mulheres, obtidos pela
técnica do arrancamento e utilizando a PCR em tempo real, expressam o gene da

aromatase.

Este resultado, descrito neste trabalho pela primeira vez, representa um importante modelo para
estudo dos mecanismos regulatérios do metabolismo de estrogénios no foliculo piloso, através de um
processo simples e acurado de obtencdo de material bioldgico.

2) A expressdo génica da aromatase, nas condicées experimentais do presente
trabalho, foi similar em mulheres com ciclos ovulatérios e androgénios normais e
pacientes com PCOS.

A anadlise de co-ativadores e co-repressores da transcrigdo, que ndo foram investigados nesse

estudo, podera evidenciar os mecanismos que regulam a manutencao desse padrdo de expressao
génica da aromatase e a modulagao das concentracdes intra-teciduais de esterdides.

3) Foi verificada correlagdo negativa e independente entre expressao génica da

aromatase e niveis séricos de LH.

Este resultado pode estar associado ao conjunto das alteragbes metabdlicas e hormonais presentes
nas pacientes com PCOS e estudos complementares com delineamento especifico para regressao
logistica sdo necessarios para confirmar esta hipotese.
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