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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Carcinoma Mamário- Aspectos gerais 

o carcinoma mamário é a malignidade mais comum em mulheres nos 

países ocidentais, observando-se um aumento de 1 a 2% de casos anuais 

(PANDIS et aI., 1995). Estimou-se para o ano de 2005, na população feminina 

brasileira, a ocorrência de 49470 novos casos de câncer de mama, representando 

aproximadamente 20% dos 216.035 casos de câncer entre mulheres (INCA/MS, 

2005), constituindo-se no segundo tipo mais freqüente no mundo e a mais comum 

causa de morte por câncer entre as mulheres. 

Durante as três últimas décadas foi possível o delineamento da biologia e 

patologia do câncer. A hipótese de que o processo carcinogênico é composto por 

múltiplas etapas, nas quais um conjunto de eventos contribui para a 

transformação celular e subseqüentes estágios malignos, é hoje amplamente 

aceita (COMFORTI-FROES e ROSSIT, 2000). 

Dentro deste contexto, a susceptibilidade genética e a sua relação com os 

fatores ambientais adquirem grande importância. Alguns exemplos de fatores 

ambientais são: exposição esporádica ou seqüencial a carcinógenos químicos, 

radiação ionizante e não ionizante e os estados inflamatórios crônicos 

(bacterianos, virais ou parasitários). O estilo de vida, incluindo o hábito tabagista 

e a dieta e outros fatores como etnia, sexo, idade, também influenciam as taxas 

de incidência e mortalidade por câncer. 

Admite-se que um dos maiores fatores de risco para o desenvolvimento de 

câncer de mama seja uma prolongada exposição a níveis elevados de estrôgenio. 

O mecanismo de atuação do estrogênio na carcinogênese mamária envolveria um 

estímulo proliferativo das células epiteliais que possibilitaria uma maior ocorrência 

de mutações espontâneas (cf. revisões de THOMPSON e AMBROSONE, 2000; 

YAGER, 2000; MITRUNEN e HIRVOEN, 2003). THOMAS et aI. (1997) e 

HANKINSON et aI. (1998) correlacionaram os índices de estrôgenio plasmático ao 

risco de desenvolvimento do câncer de mama. 
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P<?rtanto, um sistema de reparo "eficiente é fundamental na manutenção da 

integridade do genoma e a probabilidade de uma determinada célula sofrer 

transformação está diretamente relacionada à sua capacidade em metabolizar 

carcinógenos (endógenos e exógenos) e em reparar o seu DNA. 

O processo através do qual os carcinógenos são metabolizados é dividido 

em duas fases: fase I - biossíntese, com a participação de enzimas do 

metabolismo oxidativo, especialmente as enzimas da superfamília do citocromo 

P-450 (CYPs); fase 11 - degradação ou detoxificação, com a participação, por 

exemplo, das glutationa S- transferases (GSTs). Durante a primeira fase ocorre a 

introdução de um ou mais grupamentos hidroxila no substrato, fazendo com que 

um pró-carcinógeno possa tornar-se carcinógeno, como o benzo{a]pireno que é 

convertido em epóxido de benzo[a]pireno. As reações da Fase 11 envolvem a 

conjugação com um substrato endógeno (glutationa, sulfato, glicose, acetato) 

tornando os metabólitos hidrofilicos e passíveis de excreção. Assim, o equilíbrio 

,entre estas duas fases pode conferir sensibilidade individual diferenciada 

. (CONFORTI-FROES e ROSSIT, 2000 ) . 

Será dada ênfase à Fase I da via de Biometabolismo, mais 

especificamente ao Gene CYP17, pertencente à super família Citocromo P450, 

devido ao fato deste gene ser o objetivo do presente estudo. 

1.2 CYP17 e Síntese de Estrogênio 

O gene CYP17 está localizado no cromossomo 10 (10q24.3) e contém 8 

éxons e 7introns (KRISTENSEN et aI., 1999). Codifica a enzima Citocromo 

P450c17 a, a qual está envolvida na síntese de estrôgenio humano (AMBROSONE 

et aI., 2003). Esta enzima apresenta um sítio ativo bifuncional: uma atividade 

catalítica que realiza a 17 a-hidroxilação de pregnolona e de progesterona; e uma 

atividade liase que é responsável pela conversão de 17a-hidroxipregnolona para 

dihidroepiandroesterona e de 17a-hidroxiprogesterona para androtestenidiona, os 

quais são precursores de testosterona e de andrógenos (WESTON et al.,1998; 

HELZLSOUER et al.,1998). Nas glândulas adrenais, a 17a';hidroxipregnolona 
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juntamente com 170H progesterona é utilizada para a síntese de glicocorticóides 

(NAKAJIN et aI., 1984). 

Para este gene, tem-se descrito três polimorfismos: uma substituição C--» T 

no nucleotídeo 5471 do éxon 6 (CROCITTO et aI., 1997); uma substituição G--»A 

no nucleotídeo 47 na extremidade 5'da região promotora não traduzida (CAREY 

et aI., 1994); é finalmente uma substituição T --»C no nucleotídeo 27 na 

extremidade 5'da região promotora não traduzida, a qual cria um sítio de restrição 

para a enzima MspA1 (KRISTENSEN et al.,1999), resultando em três genótipos 

diferentes: um selvagem A1/A1, um heterozigoto A1/A2 e um mutante A2/A2. 

Somente este último polimorfismo será abordado neste estudo. 

1.3 Polimorfismo CYP17MspA 1 e o risco de Câncer de mama 

O risco de câncer de mama está relacionado a fatores genéticos, 

ambientais e de estilo de vida assim como também a níveis de exposição a 

estrogênios e a outros hormônios sexuais (FEIGELSON e HENDERSON, 1996). 

Levando em consideração os fatores genéticos, genes com alta penetrância como 

o BRCA 1 e BRCA2 estão associados com alguns casos familiares de câncer de 

mama, apesar desta associação ser significativa apenas para 5% de todos os 

casos deste tipo de câncer (BENETTE, GAITAS e TEH, 1999). Por outro lado, 

genes como o CYP17, juntamente com fatores end6genos e de estilo de vida, 

apresentam probabilidade mais alta de estarem relacionados com uma maior 

proporção de casos de câncer de mama (JOHNSON-THOMPSON e GUTHRIE, 

2000). Fatores reprodutivos tais como idade tardia da primeira gravidez, 

nuliparidade, idade precoce da menarca e tardia da menopausa são considerados 

marcadores do tempo de exposição aos estrogênios (FEIGELSON e 

HENDERSON, 1996). 

De acordo com alguns estudos, um aumento ou um decréscimo da 

atividade de enzimas envolvidas na síntese de estrogênio, como a Citocromo 

P450c17a, pode alterar os níveis de estrôgenio endógeno (estradiol), 
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influenciando assim na susceptibilidade ao câncer (DUNNING et aI., 1999; YE e 

PARRY, 2002). 

O impacto do polimorfismo genético de CYP17 em relação ao câncer de 

mama ganhou mais atenção depois que FEIGElSON et aI. (1997), relataram um 

aumento do câncer de mama avançado em portadores do alei o A2. Este estudo 

concluiu que mulheres, em pré e pós-menopausa, portadoras do alelo variante A2 

apresentam níveis mais altos de estrogênio circulante do que aquelas com alelos 

normais. Segundo o mesmo grupo, mulheres homozigotas A2 apresentam menor 

necessidade de reposição hormonal, provavelmente devido à ausência de 

sintomas de menopausa por causa da alta taxa de estrogênio circulante 

(FEIGElSON et aI., 1998 e 1999). Alguns autores descreveram que mulheres em 

pré-menopausa, com o alelo A2, apresentam altos níveis de sulfato 

dehidroepiandrosterona, precursor de estrogênios e androgênios (HONG et ai., 

2004). No entanto, muitos estudos recentes não têm encontrado uma relação 

direta entre o risco para o câncer e o genótipo A2/A2 (THOMPSON e 

AMBROSONE, 2000; AMBROSONE et aI., 2003). 

Apesar de ter sido hipotetizado que o polimorfismo A2 fornecesse um sítio 

adicional de ligação para Sp-1, fator transcricional de inúmeros genes celulares, 

possibilitando um mecanismo para alta expressão deste variante alélico 

(FEIGElSON et aI., 1997; 1998), esta hipótese não foi comprovada em 

experimentos práticos (KRISTENSEN et aI., 1999). 

Uma revisão sistemática de estudos sobre o gene CYP17 e sua relação 

com o câncer de mama, reportou que o risco para a doença não é 

significativamente alterado pelos polimorfismos deste gene (DUNNING et aI., 

1999). Uma meta-análise de 15 estudos casos-controles publicados entre 1994 e 

2001 mostrou que o polimorfismo CYP17MspA 1 pode ter um efeito pequeno no 

risco de câncer de mama, porém não constitui um fator significante independente 

(YE e PARRY, 2002). 

Portanto, muitos autores acreditam que o polimorfismo C YP17MspA 1 não 

apresenta isoladamente um efeito no aumento do risco de câncer de mama. No 
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entanto, parece modificar as associações entre fatores hormonais e reprodutivos, 

os quais apresentam relação com a doença (HAIMAN et aI., 1999). 

Um estudo desenvolvido por AMBROSONE et aI. (2003), reportou que os 

fatores hormonais e reprodutivos parecem variar de acordo com o genótipo 

CYP17. Mulheres com pelo menos um alelo A2 estariam mais sujeitas a terem 

menarca mais jovens do que mulheres com genótipo A1/A1. Menopausa mais 

tardia foi encontrada tanto para genótipos A1/A2 quanto para genótipos A21A2, 

Mulheres comaleto A2., por apresentarem taxas mais altas de estrogênio 

circulante tanto na pré quanto na pós-menopausa, apresentam alta fertilidade e 

menarca mais precoce e menopausa mais tardia. 

Com relação aos riscos para o desenvolvimento de câncer, o mesmo 

estudo concluiu que para mulheres em pré-menopausa a idade de menarca 

avançada foi significativamente protetora entre mulheres com alelos A 1/A 1. A 

idade tardia da primeira gravidez aumenta o risco entre mulheres pré-menopausa 

com A1/A1. O risco é ainda mais elevado para portadores A1/A1 que afirmam 

tomar contraceptivos orais ou terem dificuldades de engravidar. Para mulheres 

em pós-menopausa, aquelas com alelos A2 e que tinham tido a primeira gravidez 

tardia e com dificuldade de engravidar, apresentam maior risco de câncer. 

(AMBROSONE et aI., 2003). 

Portanto, os hormônios esteróides apresentam um importante papel na 

etiologia do câncer de mama. A identificação de risco associado com diferenças 

genéticas nas vias de biossíntese e de metabolismo destes hormônios podem 

auxiliar na prevenção, terapia e prognóstico do câncer de mama. 
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2. OBJETIVOS 

• Comparar as freqüências alélicas e genotípicas entre pacientes com 

câncer mamário e controles para o polimorfismo CYP17MspA1, em 

mulheres caucasóides tanto em período de pré quanto de pós 

menopausa. 

• Comparar as freqüências alélicas e genotípicas entre pacientes com 

câncer mamário e controles para o polimorfismo CYP17MspA 1 

• Comparar os resultados obtidos com dados já existentes na literatura. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

o estudo foi realizado com amostras de sangue periférico de 41 pacientes do 

sexo feminino portadoras de carcinomas mamários e de 35 mulheres sem 

evidências de câncer, pareadas pelo sexo, etnia e faixa etária (± 5 anos). A média 

de idade das pacientes foi de 62,02 ±13,02 e dos controles de 64,08 ±12,10 

(t=0,733; P>0,40). 

O material das pacientes foi proveniente do Hospital Nossa Senhora das 

Graças e o dos controles da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e de 

mulheres que foram contatadas e voluntariamente decidiram participar do estudo. 

Foi estabelecido um contato pessoal com cada doador que recebeu as 

informações sobre os objetivos da pesquisa e o formulário para a assinatura do 

Consentimento Informado, para posterior coleta do material. Todas as 

participantes foram entrevistadas com um questionário, constante no apêndice I. O 

consentimento informado está constante no apêndice 11. Através dos 

questionários, se obteve informações com relação ao histórico reprodutivo, tais 

como: menarca, menopausa, número de filhos, abortos espontâneos, idade da 

primeira gravidez e uso de contraceptivos orais. O projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética do Hospital Nossa Senhora das Graças de Curitiba, PR. 

3.1 Coletas do sangue e armazenamento das amostras 

As coletas de sangue foram realizadas através de punção intravenosa com 

agulhas e seringas descartáveis estéreis. De cada indivíduo foram coletados cerca 

de 10 ml de sangue, o qual imediatamente foi colocado em tubos estéreis 

contendo 1,75 ml de solução anti-coagulante ACD (0,016 M de ácido cítrico; 0,068 

M de citrato de sódio; 0,081 M de glicose, previamente autoclavados) e mantidos a 

4°C até o momento do processamento. 
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3.2 Processamento do Sangue 

As amostras contendo sangue periférico das pacientes e dos respectivos 

controles foram lisadas em um processo onde as células vermelhas e brancas do 

sangue são separadas, através de centrifugações a 2.000 rpm por 10 minutos e 

utilizando-se a solução RCLB (1x). Após a separação completa, foi adicionado 'a 

amostra, livre de hemácias, 3 gotas de solução PBS, e em seguida esta foi 

novamente centrifugada a 13.000 rpm por 2 minutos. 

3.3 Extrações do DNA Genômico 

Para a extração foi utilizado o método de saltíng out que possibilita a 

obtenção de DNA de alto peso molecular e consiste, basicamente, no rompimento 

mecânico elou enzimático dos tecidos, extração das proteínas e ácidos graxos 

pela ação de solventes orgânicos e precipitação do DNA com etanol. Para cada 

amostra, foi lida a densidade ótica (0.0.), com a utilização de um 

espectrofotômetro. 

3.4 Reação em cadeia da polimerase (peR) e análise dos produtos 

A técnica de PCR-RFLP (restriction fragment lenght po/ymorphisms) foi 

utilizada para a detecção do polimorfismo do gene CYP17. Foram utilizados 

oligonucfeotídeos iniciadores, já estando padronizadas as respectivas condições 

de amplificação e análise dos produtos. 

Para a análise do polimorfismo CYP17MSPA1 utilizou-se os seguintes 

oligonucleotídeos inciadores: CYP-1, 5' -CATTCGCACTCTGGAGTC-3' e CYP-2, 

5' -AGGCTCTIGGGGTACTTG-3' . As reações de PCR foram feitas com base no 

protocolo de MCKEAN-COWDIN et aI. (2001), nas seguintes condições: 

- Volume final de reação: 25 !lI 



50ng de DNA genômico, 

- 50pmol de cada iniciador 

- 1,5mM de MgCI2 

tampão de reação 1 X 

- 1 OO~M de desoxinucleotídeos trifosfatados 

1 U da enzima Taq DNA polimerase. 
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Para a reação de amplificação, foi utilizado· o termociclador Eppendorf 

Mastercycle Gradient, programado com as seguintes condições: 

- Um ciclo de desnaturação inicial a 94° C por um período de 5 minutos 

- 30 ciclos contendo desnaturação a 94° C por 5 minutos, anelamento de 

iniciadores a 5-,0 C por 1 minuto e extensão a 72° C por 5 minutos. 

- Um ciclo final de extensão a 72° C por 5 minutos. 

A digestão enzimática foi realizada com a utilização da enzima de restrição 

MspA 1foi realizada com base no seguinte protocolo: 

- volume de reação: 20 "I 

- 2U da Enzima de restrição MspA 1 

- 2U de BSA da mesma enzima 

- tampão de reação 1 X 

Os produtos da reação de PCR foram digeridos por 3 horas a 3-r C. A 

análise do polimorfismo foi feita após eletroforese em cuba contendo 

tampão TBE 1X , diluído da solução estoque 10X concentrada (121,1 g de 

Tris; 61,83 g de Ácido Bórico; 40 ml de EDTA 0,5 M e água ultra-pura para 

completar o volume final de 1000 ml). As reações foram visualizadas em gel 

de agarose 1,8%, corado com brometo de etídeo (10mg/ml). 

Os produtos de amplificação observados foram de: um fragmento de 383 

pb, correspondente ao genótipo homozigoto selvagem A1/A1; uma banda em 

248 e outra em 135 pb, correspondendo ao genótipo homozigoto mutante A2/A2; 

e três bandas em 383, 248 e 135 pb, representando o genótipo heterozigoto ( 

figura 1). 

Para identificação do peso molecular de cada amostra foi utilizado um 
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marcador de 50 pb diiuído (10 ~I de marcador de DNA, 10 JlI de ficai e 80 JlJ de 

água ultra-pura). Os géis foram analisados em transluminador de luz ultra-violeta e 

documentados em sistema de captação de imagens pelo software "Digi Doe li". 



Figura 01 

Gel de agarose a 3% representando os genótipos do polimorfismo analisado. Números 
1 e 3 representam o genótipo heterozigoto (A1/A2); os números 2 e 4 representam o 
genótipo homozigoto selvagem (A1/A1); e o número 5 representa o genótipo homozi­
goto mutante (A2IA2). 

11 
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4. ANÁLISE ESTATíSTICA 

Para a análise dos resultados, foram utilizados os seguintes testes: a avaliação 

do risco relativo (OR), com o objetivo de verificar uma possfvel associação entre 

os genótipos em estudo e o risco de desenvolver câncer de mama; Qui-quadrado 

(x2) para avaliar a significância das diferenças das freqüências genotípicas obtidas 

nos pacientes e nos controles, o envolvimento dos linfonodos regionais, o grau 

histológico (estes dois últimos nos pacientes A1/A1 X A1/A2+A2/A2) e para 

comparar os nossos dados com os da literatura; Student ( t ), para avaliar a 

significância das diferenças entre as médias observadas nos pacientes e nos 

controles, obtidas nos seguintes parâmetros clínicos: idade da menarca, idade da 

menopausa, idade da 1 a gravidez, e tempo de uso de pílulas anticoncepcionais e 

tempo de exposição ao estrogênio e o tamanho do tumor (nos pacientes com 

genótipos A1/A1 X A1/A2+A2/A2). O equilíbrio de Hardy-Weinberg foi avaliado 

quanto às distribuições genotípicas nos pacientes e nos controles através do teste 

do Qui-quadrado. 
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5. RESULTADOS 

As amostras foram constituídas por 41 pacientes com carcinomas mamários e 

35 controles sem evidências de tumores mamários. 

Entre os pacientes, 19 (46,3%) apresentaram genótipo homozigoto selvagem 

A1/A1; 21 (51,2%) o genótipo heterozigoto A1/A2 e 1 (2,4%) o genótipo 

homozigoto mutante (A2/A2). Entre os controles, 18 (51,4%) apresentaram 

genótipo A1/A1; 16 (45,71%) o genótipo AlIA2 e 1 (2,9%) o genótipo mutante 

A2/A2, sendo que os mesmos apresentaram-se homogeneamente distribuídos nos 

pacientes e nos controles (X,22 =0,23; P>0,80). As freqüências do alelo dominante 

foram iguais a 0,72 e 0,74 e as do alelo recessivo foram iguais a 0,28 e 0,26, 

respectivamente nos pacientes e nos controles. Ambas as amostras foram obtidas 

em populações em equilíbrio de Hardy-Weinberg (x,21=3,12; P> 0,05 e x,21= 1.35; 

P>O,20, respectivamente para pacientes e controles). 

As associações entre os genótipos e o desenvolvimento de câncer foram 

analisadas a partir do teste de risco relativo (OR), obtendo-se o valor de: OR = 

0,82; IC=O,33-2,01. 

A Tabela 1 apresenta as informações sobre as pacientes com relação ao tipo e 

grau histológico, tamanho do tumor, envolvimento de linfonodos regionais e os 

respectivos genótipos. 

A partir dos questionários utilizados nas entrevistas, obtivemos as seguintes 

informações: entre os pacientes a idade média de menarca foi de 12,81 ± 1,56 e 

da menopausa de 48,07 ± 6,67 anos. A idade média da primeira gravidez foi de 

24,24 ± 4,87 anos. Em relação ao consumo de pílulas anticoncepcionais, 19 

mulheres afirmaram já terem utilizado, 18 declararam nunca terem feito uso de 

contraceptivos orais e 4 pacientes não souberam responder a esta questão. O 

tempo médio de exposição ao estrogênio, isto é, o tempo entre a menarca e a 

menopausa foi de 35,12 ± 6,55 anos. 

Entre os controles, a idade média da menarca foi de 13,28 ±1,35 e da 

menopausa de 49,57 ±5,95 anos. A idade média da primeira gravidez foi de 21,65 
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± 3,11 anos. Com reiação ao uso de contraceptivos orais, 10 mulheres afirmaram 

já terem utilizado pílulas anticoncepcionais, 24 declararam nunca temm 

consumido e 2 não souberam responder a esta questão. O tempo médio de 

exposição ao estrogênio foi de 36,43 ± 5,58 anos. 

Os genótipos dos pacientes foram classificados em dois grupos de acordo com 

ausência (A 1/ A 1) e presença (A 1/ A2+ A2/ A2) do alelo considerado de risco de 

desenvolver câncer mamário. Esta classificação teve como objetivo investigar 

possíveis diferenças entre a gravidade do tumor, de acordo com a classificação 

histológica (graus I, II e 111), tamanho do tumor e envolvimento de linfonodos 

regionais. Com relação ao grau do tumor, as pacientes de números 20 e 30 foram 

consideradas tanto no grupo de grau II quanto no de grau 111, pois 

histologicamente os tumores apresentavam áreas distintas com diferentes graus. 

Não houve diferença significativa entre os diferentes genótipos (X22=O,63; P>O,30). 

O mesmo foi observado quanto ao tamanho médio (35,26±16,55 para A1/,1l,1 e 

35,33±14,01 para A1/A2+l'\2/P.2) dos tumores (t=O,01; P>O,90). No entanto, o 

número de pacientes com envolvimento ou não de linfonodos não se apresentou 

homogeneamente distribuído entre os genótipos considerados (X21= 4,82; P<O,05) 

e a análise de associação indicou uma associação negativa (OR=O,23, IC 95% -

0,06-0,88). 

A presença ou ausência do polimorfismo CYP17 Msp1A1 foi correlacionada a 

fatores de riscos hormonais e sexuais, calculando-se o teste t para cada um 

destes fatores. Os resultados estão descritos na Tabela 2. 

Comparações das freqüências genotípicas encontradas neste estudo foram 

comparadas com outras descritas na literatura e estão apresentadas nas Tabelas 

3 e4. 
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Tabela 1. Informações sobre tipo, grau histológico, tamanho do tumor e 

envolvimento de linfonodos, nos genótipos A1/A1; A1/A2 e A2IA2. 
~ 

N Idade Tipo de tumor Grau Tamanho Envolvimento de Genótipos 
(mm) linfonodos 

1 77 Ca intra-duetal " 70 Sim Ai/Ai 

2 80 Ca ductal 7 Não A1/A2 

3 68 Ca duetal invasor 11 20 Sim Ai/Ai 

4 66 Ca duetal invasor 11 8 Sim Ai/Ai 

5 62 Ca duetal 11 25 Não Ai/Ai 

6 53 Ca duetal invasor " 15 Sim Ai/Ai 

7 69 Ca ductal invasor 11 47 Não A1/A2 

8 72 Ca duetal invasor 111 40 Não Ai/Ai 

9 69 Ca lobular invasor S.I 50 Não A1/A2 

10 68 Ca duetal invasor 11 60 Sim Ai/Ai 

11 68 Ca duetal invasor 11 40 Não A1/A2 

12 37 Ca intraduetal 35 Não A2/A2 

13 87 Ca duetal invasor 11 55 Sim A1/A2 

14 53 Ca duetal invasor 11 30 Não A1/A2 

15 44 Ca duetal invasor li! 40 Não A1/A1 

16 73 Ca duetal 11 35 Sim A1/A1 

17 86 Ca duetal invasor 11 30 Não A1/A2 

18 72 Ca lobular invasor 8.1 50 Não A1/A2 

19 63 Ca duetal invasor H 40 Não Ai/Ai 

20 43 Ca duetal invasor Itelll 30 Não A1/A2 

continua 



continuação 16 

N Idade Tipo de tumor Grau Tamanho Envolvimento de Genótipos 
(mm) linfonodos 

21 68 Ca eolóide associado 45 Sim A1/A2 
à duetal invasor 

22 60 Ca ductal 40 Não A1/A2 

23 44 Ca lobular invasor 11 55 Não A1/A2 

24 83 Ca duetal invasor 11 40 Sim Ai/Ai 

25 57 Ca intraduetal 111 35 Não Ai/Ai 

26 75 Ca duetal invasor 111 25 Não Ai/Ai 

27 63 Ca duetal invasor 111 40 Sim Ai/A2 

28 66 Ca ductal 50 Sim Ai/Ai 

29 46 Ca duetal 11 28 Sim A1/A2 

30 59 Ca ductal invasor lIelll 30 Sim Ai/Ai 

31 53 Ca duetal invasor 11 35 Não Ai/A2 

32 46 Ca lobular invasor 11 60 Sim Ai/Ai 

33 69 Ca duetal 12 Não Ai/Ai 

34 67 Ca duetal invasor 11 30 Não A1/A2 

35 68 Ca duetal invasor " 15 Não A1/A2 

36 51 Ca duetal invasor 111 15 Não A1/A2 

37 45 Ca duetal 11 50 Sim Ai/A2 

38 42 Ca duetal invasor S.I 15 Não A1/A2 

39 56 Ca duetal 1/ 30 Sim Ai/Ai 

40 44 S.I S.I S.I S.I A1/A2 

41 72 Ca duetal invasor 35 Não Ai/Ai 
. . . - -'-' 0_"' __ •••••• 

Ca: carcinoma; S.I.: sem informações 
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Tabela 3. Freqüências dos genótipos Aí/A1, A1/A2 e A2/A2 em pacientes 

Genótipos Arnostras 

A D C LI 

N % N % N % 

A1/A1 17Q 38,4 550 36,7 10 46,3 , f V Iv 

A1/A2 212 45,8 711 47,4 21 51,2 

A2iA2 73 15,8 238 15,9 1 2,4 

A: HA!MAN, et a!., 2001; 8: E!NARSDÓTT!R et a!., 2005; C: presente estudo. 
N=número de indivíduos. 

Tabe!a 4. Freqüências dos genótipos Al/Ai, A1/A2 e l'QíA2 em controles 

descritos em três estudos casos-controles (A B. C) e na presente amostra (O). 
• • I. \ I 

Genótipos I Amostras 

A B C D 

N % N % N % !I. 1 % 1'11 

Aí/Aí 0'1 / 35,1 267 39,3 AQQ 36,5 18 i ;:;:1 Li L. I t .... vv I v.,, 

I 

i 

A1/A2 307 49,7 317 46,7 638 47,6 16 145.7 I ' 
I 

I 
A2/A2 1"\" 15,2 95 14,0 t""\,;.t""\ .. - r'\ ... 12,86 ::1Lt LIL I ::>,::1 I 

! 
! 
I 

i 

A. HAI""'AN -t ai '" 999' n, i', ,A \,(::; -t aI 2005' ro, Enu A RSDO' TT/R P.t ai ?005' D' 1"'\. .!IV!. , t:: 1,- '- '-, D. vnl"'\!.,.J t:: , U, , v, lI'III"'\ .. u ...~..., _ _', . 

presente estudo, N= número de indivíduos. 
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6, DISCUSSÃO 

exógenos e o aumento do risco de câncer de mama é bem estabelecida (CHANG 

et ai., 2005). Poli morfismos em genes da via de metabolização dos hormônios 

para um melhor conhecimento sobre a predisposição individuai ou de grupos 

populacionais ao câncer. O gene C YP17 é um bom candidato a marcador 

molecular por estar envolvido na via metabólica de síntese de hormônios 

esteróides. 

Neste estudo, as amostras foram constituídas por 41 mulheres com 

rli-:>"'n~ ~u'cfll:r-n de "",rrinorna n .... -::.rna'rio esnora'dir-o e 35 cnntr"'!es sem 'I hisfArl'o:;, f"'n....,,·!i"'r ....... I"""'~I '\oJ VV V\.AI_II 111 111"""'111 I t-' I IV V I\. vi I 111 \.VI \.A U .... III I\.AI 

ou evidências de carcinomas. ,11,S freqüências genotípicas foram de 46,5% 

pacientes homozigotos selvagens A1/A1; 51,2% heterozigotos A1/A2 e 2,4 % 

m' 't~n'es AL""'A2) ~t:ntre os "ontrole~ 51 4°1 aprosentaram qeno·t;~ ..... Ai iA'" 41=: 701 .1 \Ã Gii L j - • • • V • LI I ~, 1 • /0 v I I i '-' I I • itJv .1 i 1 V, í /0 

o genótipo AlIA2 e 2,9% o genótipo mutante A2/A2. Não houve diferença 

significativa nas distribuições genotípicas entre pacientes e controles (X22 := 0:23, 

P>O,80). A análise do equilíbrio de Hardy-Weinberg demonstrou que as amostras 

foram retiradas de uma população em equilíbrio (X21=3,12; P> 0:05 e X21= 1,35; 

P>O,20 para pacientes e controles, respectivamente) A análise do risco relativo 

mostrou ausência de associação, positiva ou negativa (OR=O,82; !C=O,33-2,01). 

Estes resultados estão de acordo com dados de outros estudos, citados a 

. nl 'NN'I\'I" • ~I ("' 9Qs::p seQulr . ....,v •• '1.'\1\.:1 el a. i ,",vi, - . realizaram um estudo caso-controle envolvendo 

ri , d' "'d granue numero 'e InalVI' uos ingleses (835 casos e 591 controles) e não 

cnro"t'aram associ''''''''a-o rom o r!s"o ri"" ,.Ânro, de ''''ama IOR-i 'I (l. 11"" 9&:;0/. -O SO "'I Iv I I I I I uy V I I I V ....... v vGlllvVI 1II i I \ ,= I, I \..I,.V ...." ,0= , ...,~ 

1,37) ou com a presença de câncer mamário em grau avançado (OR=O,8S; IC 

95%=0,38-2,01) nos portadores do alelo mutante, nem associação entre o 

genótipo e idade da menarca. HAIMAN et aI. (1999), analisando 463 portadoras 

de câncer de mama e 618 controles, não encontraram associação entre a 

presença do alelo ,1'\2 e o risco de câncer (OR=O,85; IC 95%=0,65-1,12) ou com a 

presença desta doença em grau avançado (OR=O,84; IC 95%=0,54-1,32). Entre 

os vários fatores de risco analisados, estes autores descreveram um efeito 
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protetor do alelo A 1 em muiheres com idade tardia da menarca e um maior nível 

hormonal entre os controles portadores do aielo A2, sugerindo que a presença do 

aleío A2 altera os níveis hormonais, mas não demonstra ser um fator 

independente de risco. VERLA-TEB!T et a!. (2005), avaliaram o impacto dos 

diferentes genótipos do CYP17 em mulheres em pré-menopausa, com ênfase na 

paridade. Avaliaram 527 casos e 904 controles, todos abaixo dos 51 anos de 

idade. Não encontraram associação quanto ao risco de câncer (OR=1,04; IC 

95%=0,78-1,37), mas descrevem um possível impacto em mulheres nulíparas 

portadoras do genótipo A2/A2 (OR=1 ,48; IC 95%=0,82-2,70). CHANG et aI. (2005) 

também não descreveram associações analisando uma amostra da população 

australiana composta de 1284 casos e 679 controles. A OR para as portadoras do 

genótipo ,â,2/,â,2 foi de 1,08; iC 95%=0,78-1,51. 

Outros autores, porém, descreveram associações entre a presença do aieio 

mutante e o risco do câncer de mama, o que tem estimulado a continuidade deste 

tipo de análise para uma melhor avaliação do possível impacto desta mutação. 

Em trabalho publicado em 1998, FEiGELSON e colaboradores descreveram 

que mulheres portadoras do alelo A2, por terem um maior nível hormonal 

circulante, teriam um maior risco de desenvolvimento de câncer de mama. No 

entanto, o mesmo grupo (FEIGELSON et al., 1999) descreveu que as portadoras 

do aielo ,tQ., eram usuárias de terapia de reposição hormonai em nível 

estatisticamente menor em reiação às mulheres com genótipo A1/A1, fato que 

poderia diminuir o risco ao câncer de mama nas pacientes com a presença do 

alelo A2. Para corroborar esta hipótese, realizaram estudo de associação 

(FEIGELSON et ai., 2001) envolvendo 850 pacientes e 1508 controles. Neste 

estudo, dois genes polímórficos envolvidos no metaboiismo do estrógeno foram 

analisados, CYP17 e HSD17B1. A análise estatística foi realizada estratificando a 

amostra de acordo com o número de a!eios de risco (Jl,2 e 81, respectivamente). O 

risco relativo para as mulheres portadoras de quatíO aielos mutantes, em reiação 

àquelas sem nenhum destes foi de 2,21; IC 95%=0,98-5,0, sugerindo a relevância 

de anàiises genotípicas para a identificação de mulheres em grupos de risco. 
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BERGMAN-JUNGESTROM et aI. (1999) também descreveram associação 

positiva entre este polimorfismo e o risco de câncer de mama em mulheres abaixo 

dos 37 anos de idade (OR=2,0; IC 95%=1,1-3,5). 

Observa-se que, apesar da semelhança nos objetivos dos trabalhos descritos 

(avaliar associação entre genótipos de risco e a presença de câncer), há grandes 

diferenças em relação aos fatores analisados como "de risco" (idade, paridade, 

níveis hormonais, etc.), o que poderia explicar as divergências de resultados. 

Ainda em relação à distribuição dos genótipos, comparamos os nossos dados 

com os de outros estudos seme~hantes (Tabelas 3 e 4), não havendo diferença 

estatisticamente significante entre os diversos estudos (X Z 4 = 6,24, P>0,1 O para os 

pacientes e l6= 8.78, P>0,10 para os controles). 

Para avaliarmos o impacto da presença do alelo de risco (A2), comparamos os 

indivíduos heterozigotos (A1/A2) e homozigotos mutantes (A2/A2) em conjunto, 

com os homozigotos selvagens (A1/A1), considerando os fatores hormonais e 

sexuais de risco como menarca, menopausa, idade da primeira gravidez, uso 

prolongado de pílulas anticoncepcionais e tempo de exposição ao estrogênio. 

As médias das variáveis citadas, de pacientes e controles, não apresentaram 

diferenças estatisticamente significativas (Tabela 2). 

Estes resultados indicam que, neste estudo, os indivíduos portadores do alei o 

A2, não apresentaram um aumento do risco de câncer de mama quando foram 

analisados os fatores acima descritos. Porém o pequeno tamanho da amostra 

pode ter mascarado algumas possíveis associações, as quais foram descritas por 

outros estudos com números amostrais maiores como AMBROSONE et aI. (2003) 

e CHANG et aI. (2005). 

Entre os pacientes, foi também realizada uma análise com relação ao grau 

histológico do tumor (I, 11 ou 111), tamanho do mesmo e envolvimento ou não de 

linfonodos regionais. O grau histológico do tumor não diferiu significativamente 

entre pacientes com genótipo A1/A1 e os com genótipos de risco A1/A2 e A2/A2 

(lz=0,63; P>0,30), assim como a média de tamanho dos tumores (t = 0,01; 

P>0,90), indicando que na nossa amostra os genótipos analisados não 

influenciaram na gravidade do quadro clínico, o que também foi descrito em outro 
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estudo (HAIM,Ll,N ei aI., 1999) sugerindo que o alelo P'.2 não esteja envoh/~~AO 

aumento do risco de progressão de câncer de mama. Como já cit~ao 

anteriormente, estes dados não estão de acordo com BERGMAN-JUNGESTROM 

A análise de envolvimento de linfonodos regionais indicou uma diferença 

S ',nnif'c""'-'+e '"'a-o °spor .... rla sendo que "S "ndi,,',rluos !\ 1/A1 a"re~entar"'m u"m ~ II I OI I L I I V. '-' Ou , - • V I V \"A M I I ""'1 ~ I I I ui I I I 

maior envolvimento de linfonodos do que aqueles com o genótipo de risco (X21= 

4,82; P<O,05) .. Este dado não está de acordo com os dados de HAIMAN et aI. 

(1999). A análise de associação demonstrou associação negativa (OR=O,23; iC 

95%= 0,06-0,88). Novamente temos que considerar o baixo número amostrai do 

nosso estudo como uma possível causa para este resultado, porém chama a 

atenção para que outros estudos avaliem este item com cautela, com o objetivo 

de diferenciar se houve uma associação espúria ou se representa um efeito 

protetor do alelo A2 em relação às metástases regionais. 
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7. CONCLUSÕES 

Os nossos dados não demonstram associação positiva ou negativa entre os 

diferentes genótipos analisados do gene CYP17 e risco de desenvolver câncer 

mamário. Também não se observa diferenças significativas entre os diferentes 

parâmetros clínicos (idade da menarca, idade da menopausa, idade da 

primeira gestação, tempo médio de uso de contraceptivos orais e tempo médio 

de exposição ao estrogênio) analisados nos pacientes e nos controles. Nos 

pacientes, não houve diferença estatisticamente significativa quando se 

analisou os diferentes genótipos (A1/A1; A1/A2+A2./A2) em relação ao tipo, 

grau e tamanho do tumor (parâmetros indicativos de gravidade do quadro). O 

achado de que o envolvimento de linfonodos não se mostrou 

homogeneamente distribuído nos referidos genótipos e mostrou associação 

negativa, é devido, provavelmente, ao tamanho da amostra. No entanto, o 

mesmo deve ser avaliado em amostras de tamanhos mais consistentes para 

uma definição mais conclusiva. /\ freqüência dos genótipos /\1//\1, A1/l\2 e 

A2.IA2. observadas nos nossos dados (pacientes e controles) não mostrou 

diferenças estatisticamente significativas com as descritas por outros autores. 
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APÊNDiCE !- QUEST!ONÁR!O PARA ENTREV!STAS 

1- Registro hospiíalar: _____________ _ 

2- Sexo: ( ) M ( ) F; Peso atual (kg): ______ ; Altura: ___ _ 

3- A qual grande grupo étnico você pertence? 

Negróide ( )Caucasóide ( ) Asiático ( J Indígena ( Outros ( 

4- Idade: ~~~~~~~ 

5- Locai de nascimento: Paraná? ) sim ( ) não 

Se não: Que região brasileira? Norte ( C!u l ( 
'"" I \ 

Nordeste ( ) Centro-Oeste 

6- Quai o seu grau de instrução? 

( ) analfabeto ( ) 10 grau incompleto ) 1 o grau completo ( 

incornpleto 

( ) 2°grau completo ( ) técnico ( ) profissional ) superior 

Histórico Tabagista 

12- Você fuma atualmente? )não 

13- Se NÃO, mas já fumou, há quanto tempo parou de fumar? 

a) ( ) 0-5 anos b) ( )5-10 anos C\ ( )..,,1 n ! .. ~ lU 

14- Quanto você fuma/fumava por dia? ) menos de ~ maço 

) de meio a 1 maço 

( maIs de um maço 

( quantos: _____ ) 

15- Você convive/conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas que fumam? 

a) ( )sim b)( )não 

Histórico de Etilismo 

16-Você consome/consumiu bebidas alcóolicas com frequência? ) sim ) não 

17 - Se já parou, há quanto tempo parou de consumir esta bebida? 

a) ( ) 0-5 anos. b) ( ) 5 -1 O anos. 1"'\()Yn~; 10' C' VJ \ . lI,aiS ano",. 

18- Que tipo de bebida alcóolica você costuma/ costumava consumir? 



a) ( )Destiiadas t' \ ( 'O, ,tr~ ""'1\1,",,,,,10 

19-Quanto você costumai costumava beber por semana? 

( ) no máximo um copo ( ) de 2 a 5 copos ( ) de 6 a 10 

mais de 30 

28 

) de 11 a 30 

20- Durante a sua vida, já consumiu ou consome alguma bebida diariamente por 

mais de 6 meses continuamente? 

) f \ S' a, " Im b) ( ) Não 

Histórico de Saüde 

21- Há cerca de um ano você tem se automedicado com, por exemplo, aspirinas, 

antiácidos, antihistamínicos, sedativos, ou outras drogas? ( \ ' 

i sim 

) não me lembro 

22- Você se submeteu a algum Raio-X? 

( )sim ( )não 

23- Se SIM, quantos? a) Menos de 10 b) ) Mais de 10 

24- Você tem ou já teve as seguintes doenças? 

( ) Pressão alta ( ) Diabetes ( ) Tuberculose \( ) 0a~ n,-nr , v I IV"",,,,' 

(localização do tumor ________ ) 

25- Em casos de câncer na família, Qual era o parentesco? 

( ) Pai ( ) Mãe ( ) Irmão ( ) Filho ( ) Tio ( ) Primo ( ) Outro 

26- Quai era a locaiização do tunlor? 

( ) Boca/garganta ( ) Pulmão ',' ,\J Fstflmaa._'O ,( ) Intast,'nt'l - -.~ . ".., .'" ) Ginecológico 

) M'!ln .. <:> 
U .... I I IILA 

I \ (l,. '~rn 'qual?' \ ) v-Ul v\:.' i: i ____ _ 

27 - Você já teve aiguma moléstia venérea? 

a) ()slm Qual? _____________________ _ h) f \ -.., , ,nao 

Histórico hormonal e reprodutivo 

28- idade da primeira menstruação (menarca): . .. 

29- Idade da última menstruação (menopausa): 

30- Sua menstruação é/era : ( ) rr.guía.r \ IV. I I ) irregular 
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31- Teve abortos espontâneos? () sim Quantos: não 

32- Teve filhos? ) sim Quantos: ____ _ ) rlão 

':l.':l._ a, ,-::.1 sua ,{'brio, Quanrl/'"'\ ennra",rlou pai"" nrirnoira \Ia,,? vtoJ \",4"""1 I""'''''''''''''''. ",",v ~ VI"'"' "'I""" t"'11111"'1 V ""'L.. : ________ _ 

34~ USOU oü usa piiüias anticoncepcionais? 

( ) sim Por quanto tempo: _____ _ , -
.J nau 
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APÊNDICE 11- TERMO DE CONSENTIMENTO 

Nome do estudo: "Análise molecular de genes do biomctabolismo em tumores de mama" 

CONSENT!MENTO 

Concordo em participar livremente deste estudo, entendo que serei entrevistado e submetido a lUlla 

avaliação laboratorial (exame de sangue). E, entendo que os riscos de mirJm participação nesta pesquisa são 

núnimos. 

Entendo que mirJm participação é inteiramente voluntária, podendo me recusar a responder qualquer 

questão ou retirar o meu consentimento em participar neste estudo a qualquer hora, sem nenhum prejuízo ao 

meu tratamento atual ou futuro. 

Eu, __________________ -', após ter lido e entendido todas as inforlllações e 

esclarecido todas as minhas dúvidas referentes a este estudo, concordo voluntariamente em participar do 

mesmo. Atesto também o recebimento das "Infonnações ao doador", necessário para a minha compreensão 

do estudo. 

Data: / / -----------------------------
Assinatura (do doador ou responsável) ou impressão datiloscópica 

Eu, Prof. Df. IglctÚf João Cavalli, declaro que forneci todas as infonlmçõcs referentes ao estudo ao 

doador. 

Data: I I --------------------------------------- ----

Prof Df. Iglenir João Cavalli 




