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1. INTRODUGAO

1.1 Carcinoma Mamario- Aspectos gerais

O carcinoma mamério é a malignizdade: mais comum em mulheres nos
paises ocidentais, observando-se um aumé”n‘to de 1 a 2% de casos énuais
(PANDIS et al., 1995). Estimou-se para o ano de 2005, na populagdo feminina
brasileira, a ocorréncia de 49470 novos casos de cancer de mama, representando
aproximadamente 20% dos 216.035 casos de cancer entre mulheres (INCA/MS,
2005), constituindo-se no segundo tipo mais freqliente no mundo e a mais comum
causa de morte por cancer entre as mulheres.

Durante as trés Ultimas décadas foi possivel o delineamento da biologia e
patologia do cancer. A hipétese de que 0 proceésd carcinogénico € composto por
mditiplas etapas, nas quais um conjunto de eventos contribui para a
transformagao celular e subseqglentes estégioé‘ malignos, € hoje amplamente
‘aceita (COMFORTI-FROES e ROSSIT, 2000).
| Dentro deste contexto, a susceptibilidade genética e a sua relagdo com os
fatores ambientais adquirem grande importancia. Alguns exemplos de fatores
ambien‘t'ais sé0: exposicdo esporadica ou sequencial a carcinégenos quimicos,
radiacdo ionizante e nédo ionizante e os estados inflamatérios cronicos
(bacterianos, virais ou parasitarios). O estilo de vida, incluindo o habito tabagista
e a dieta e outros fatores como etnia, sexo, idade_, também influenciam as taxas
de incidéncia e mortalidade por cancer. '

Admite-se que um dos maiores fatores de risco para o desenvolvimento de
cancer de mama seja uma prolongada exposigéo a niveis elevados de estrégenio.
O mecanismo de atuagéo do estrogénio na Ca'rcinogénese mamaria envolveria um
estimulo proliferativo das células epiteliais qué poséibilitaria uma maior ocorréncia
de mutacdes esponténeas (cf. revisées‘dé‘THOMPSON e AMBROSONE, 2000;
YAGER, 2000; MITRUNEN e HIRVOEN, 2003). THOMAS et al. (1997) e
HANKINSON et al. (1998) correlacionaraf_n os indices de estrogenio plasmatico ao .
risco de desenvolvimento do cancer de mama.



Portanto, um sistema de reparo eficiente € fundamental na manutengéo da
integridade do genoma e a probabilidade de uma determinada célula sofrer
transformacdo estéd diretamente relacionada a sua capacidade em metabolizar
carcinégenos (endégenos e exdgenos) e em reparar o seu DNA.

O processo através do qual os carcindgenos séo metabolizados € dividido
em duas fases: fasé I - biossintese,’ com a participagdo de enzimas do
metabolismo oxidativo, especialmente as enzimas da superfamilia do citocromo
P-450 (CYPs), fase Il - degradacdo ou detoxificagdo, com a participagéo, por
exemplo, das glutationa S- transferases (GSTs). Durante a primeira fase ocorre a
introdugdo de um ou mais grupamentos hidroxila no substrato, fazendo com que
um pré-carcindégeno possa tornar-se carcindégeno, como o benzo[apireno que é
convertido em epdxido de benzo[a]pireno. As reacdes da Fase |l envolvem a
conjugacdo com um substrato endogeno (glutationa, sulfato, glicose, acetato)
tornando os metabélitos hidrofilicos e passiveis de excre¢do. Assim, o equilibrio
‘entre estas duas fases pode conferir sensibilidade individual diferenciada
" (CONFORTI-FROES e ROSSIT, 2000 ) .

Serd dada énfase & Fase | da via de Biometabolismo, mais
especifii:amente ao Gene CYP17, pertencente & super familia Citocromo P450,
devido ao fato deste gene ser o objetivo do presente estudo.

1.2 CYP17 e Sintese de Estrogénio

O gene CYP17 esta localizado no cromossomo 10 (10g24.3) e contém 8
éxons e 7 introns (KRISTENSEN et al., 1999). Codifica a enzima citocromo
P450c17a, a qual esta envolvida na sintese de estrogenio humano (AMBROSONE
et al., 2003). Esta enzima apresenta um sitio ativo bifuncional: uma atividade
catalitica que realiza a 17 «o-hidroxilagéo de pregnolona e de progesterona; e uma
atividade liase que é responsavel pela conversdo de 17a-hidroxipregnolona para
dihidroepiandroesterona e de 17a-hidroxiprogesterona para androtestenidiona, os
quais s&o precursores de testosterona e de andrégenos (WESTON et al.,1998;
HELZLSOUER et al.,1998). Nas glandulas adrenais, a 17a-hidroxipregnolona



juntamente com 170H progesterona é utilizada para a sintese de glicocorticoides
(NAKAJIN et al., 1984).

Para este gene, tem-se descrito trés polimorfismos: uma substituicdo C—T
no nucleotideo 5471 do éxon 6 (CROCITTO et al.,1997); uma substituicdo G—A
no nucleotideo 47 na extremidade 5°da regido promotora néo traduzida (CAREY
et al., 1994); e finalmente uma substituicdo T—»>C no nucleotideo 27 na
extremidade 5°da regido promotora n&o traduzida, a qual cria um sitio de restricdo
para a enzima MspA71 (KRISTENSEN et al., 1999), resultando em trés gendétipos
diferentes: um selvagem A1/A1, um heterozigoto A1/A2 e um mutante A2/A2.
Somente este ultimo polimorfismo sera abordado neste estudo.

1.3 Polimorfismo CYP17MspA1 e o risco de Cancer de mama

O risco de cancer de mama esta relacionado a fatores genéticos,
ambientais e de estilo de vida assim como também a niveis de exposi¢cdo a
estrogénios e a outros hormoénios sexuais (FEIGELSON e HENDERSON, 1996).
Levando em consideracao os fatores genéticos, genes com alta penetrancia como
0 BRCA1 e BRCA2 estéo associados com alguns casos familiares de cancer de
mama, apesar desta associagdo ser significativa apenas para 5% de todos os
casos deste tipo de cancer (BENETTE, GATTAS e TEH, 1999). Por outro lado,
genes como o CYP17, juntamente com fatores enddgenos e de estilo de vida,
apresentam probabilidade mais alta de estarem relacionados com uma maior
propor¢do de casos de cancer 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 sao considerados
marcadores do tempo de exposicdo aos estrogénios (FEIGELSON e
HENDERSON, 1996).

De acordo com alguns estudos, um aumento ou um decréscimo da
atividade de enzimas envolvidas na sintese de estrogénio, como a Citocromo

P450c17a, pode alterar os niveis de estrogenio endbégeno (estradiol),
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influenciando assim na susceptibilidade ao cancer (DUNNING et al., 1999; YE e
PARRY, 2002).

O impacto do polimorfismo genético de CYP77 em relagéo ao cancer de
mama ganhou mais atengdo depois que FEIGELSON et al. (1997), relataram um
aumento do cancer de mama avangado em portadores do alelo A2. Este estudo
concluiu que mulheres, em pré e pés-menopausa, portadoras do alelo variante A2
apresentam niveis mais altos de estrogénio circulante do que aquelas com alelos
normais. Segundo o mesmo grupo, mulheres homozigotas A2 apresentam menor
necessidade de reposicdo hormonal, provavelmente devido & auséncia de
sintomas de menopausa por causa da alta taxa de estrogénio circulante
(FEIGELSON et al., 1998 e 1999). Alguns autores descreveram que mulheres em
pré-menopausa, com o alelo A2, apresentam altos niveis de sulfato
dehidroepiandrosterona, precursor de estrogénios e androgénios (HONG et al,,
2004). No entanto, muitos estudos recentes ndo tém encontrado uma relagdo
direta entre o risco para o cancer e o gendtipo A2/A2 (THOMPSON e
AMBROSONE, 2000; AMBROSONE et al., 2003).

Apesar de ter sido hipotetizado que o polimorfismo A2 fornecesse um sitio
adicional de ligacdo para Sp-1, fator transcricional de inimeros genes celulares,
possibilitando um mecanismo para alta expressdo deste variante alélico
(FEIGELSON et al.,, 1997; 1998), esta hipdtese ndo foi comprovada em
experimentos praticos (KRISTENSEN et al., 1999).

Uma reviséo sistematica de estudos sobre o gene CYP77 e sua relagdo
com o cancer de mama, reportou que o risco para a doengca ndo é
significativamente alterado pelos polimorfismos deste gene (DUNNING et al.,
1999). Uma meta-analise de 15 estudos casos-controles publicados entre 1994 e
2001 mostrou que o polimorfismo CYP17MspA1 pode ter um efeito pequeno no
risco de cancer de mama, porém nao constitui um fator significante independente
(YE e PARRY, 2002).

Portanto, muitos autores acreditam que o polimorfismo CYP17MspA1 ndo
apresenta isoladamente um efeito no aumento do risco de cancer de mama. No



entanto, parece modificar as associagbes entre fatores hormonais e reprodutivos,
os quais apresentam relagdo com a doenca (HAIMAN et al., 1999).

Um estudo desenvolvido por AMBROSONE et al. (2003), reportou que os
fatores hormonais e reprodutivos parecem variar de acordo com o gendtipo
CYP17. Mulheres com pelo menos um alelo A2 estariam mais sujeitas a terem
menarca mais jovens do que mulheres com gendtipo A1/A1. Menopausa mais
tardia foi encontrada tanto para genotipos A1/A2 quanto para genotipos A2/A2.
Mulheres com alelo A2, por apresentarem taxas mais altas de estrogénic.)‘
circulante tanto na pré quanto na pds-menopausa, apresentam alta fertilidade ev-"
menarca mais precoce e menopausa mais tardia. '

Com relagdo aos riscos para o desenvolvimenfé de cancer, o mesmo
estudo concluiu que para mulheres em pré-menopausa a idade de menarca’i
avangada foi significativamente protetora entre mulheres com alelos A1/A1. 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 pds-menopausa, aquelas com alelos A2 e que tinham tido a primeira gravidez |
tardia e com dificuldade de engravidar, apresentam maior risco de cancer.
(AMBROSONE et al., 2003). _

Portanto, os hormonios esteréideé' apresentam um importante papel na
etiologia do cancer de mama. A identificagdo de risco associado com diferencas.
‘genéticas nas vias de biossintese e de metabolismo destes horménios podem
auxiliar na prevengao, terapia e prognéstico do cancer de mama.



2. OBJETIVOS

Comparar as freqiéncias alélicas e genotipicas entre pacientes com
cancer mamario e controles para o polimorfismo CYP17MspA1, em
mulheres caucasédides tanto em periodo de pré quanto de pés
menopausa.

Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas entre pacientes com
cancer mamario e controles para o polimorfismo CYP17MspA1

Comparar os resultados obtidos com dados ja existentes na literatura.



3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com amostras de sangue periférico de 41 pacientes do
sexo feminino portadoras de carcinomas mamarios e de 35 mulheres sem
evidéncias de cancer, pareadas pelo sexo, etnia e faixa etaria (+ 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
Gragas 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
informagbes sobre os objetivos da pesquisa e o formulario para a assinatura do
Consentimento Informado, para posterior coleta do material. Todas as
participantes foram entrevistadas com um guestionario, constante no apéndice |. O
consentimento informado esta constante no apéndice Il. Através dos
questionarios, se obteve informacdes com relagdo ao histdrico reprodutivo, tais
como:. menarca, menopausa, nimero de filhos, abortos espontaneos, idade da
primeira gravidez e uso de contraceptivos orais. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica do Hospital Nossa Senhora das Gragas de Curitiba, PR.

3.1 Coletas do sangue e armazenamento das amostras

As coletas de sangue foram realizadas através de pungdo intravenosa com
agulhas e seringas descartaveis estéreis. De cada individuo foram coletados cerca
de 10 ml de sangue, o qual imediatamente foi colocado em tubos estéreis
contendo 1,75 ml de solucéo anti-coagulante ACD (0,016 M de acido citrico; 0,068
M de citrato de sédio; 0,081 M de glicose, previamente autoclavados) e mantidos a
4°C até o momento do processamento.



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 sdo separadas, através de centrifugacdes a 2.000 rpm por 10 minutos e
utilizando-se a solugdo RCLB (1x). Apos a separagdo completa, foi adicionado ‘a
amostra, livre de hemacias, 3 gotas de solugdo PBS, e em seguida esta foi
novamente centrifugada a 13.000 rpm por 2 minutos.

3.3 Extrag6es do DNA Gendmico

Para a extracéo foi utilizado o método de salting out que possibilita a
obtencé@o de DNA de alto peso molecular e consiste, basicamente, no rompimento
mecanico e/ou enzimatico dos tecidos, extracdo das proteinas e Acidos graxos
pela ac&o de solventes organicos e precipitacdo do DNA com etanol. Para cada
amostra, foi lida a densidade d&tica (D.O.), com a uutilizagdo de um
espectrofotdmetro.

3.4 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e anélise dos produtos

A técnica de PCR-RFLP (restriction fragment lenght polymorphisms) foi
utilizada para a detecgéo do polimorfismo do gene CYP17. Foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores, j& estando padronizadas as respectivas condi¢des
de amplificacdo e analise dos produtos.

Para a analise do polimorfismo CYP17MSPA1 utilizou-se o0s seguintes
oligonucleotideos inciadores: CYP-1, 5-CATTCGCACTCTGGAGTC-3' e CYP-2,
5 -AGGCTCTTGGGGTACTTG-3' . As reagbes de PCR foram feitas com base no
protocolo de MCKEAN-COWDIN et al. (2001), nas seguintes condigcbes:

- Volume final de reacéo: 25 ul



50ng de DNA gendmico,
50pmol de cada iniciador
1,5mM de MgCI2
tampéo de reagéo 1X

]

t

100uM de desoxinucleotideos trifosfatados

1U da enzima Taq DNA polimerase.
Para a reacdo de amplificagdo, foi utilizado o termociclador Eppendorf
Mastercycle Gradient, programado com as seguintes condi¢des:
- Um ciclo de desnaturacao inicial a 94° C por um periodo de 5 minutos
- 30 ciclos contendo desnaturagdo a 94° C por 5 minutos, anelamento de
iniciadores a 57° C por 1 minuto e extens&o a 72° C por 5 minutos.
- Um ciclo final de extens&o a 72° C por 5 minutos.

A digestio enzimatica foi realizada com a utilizagdo da enzima de restricdo
MspA 1foi realizada com base no seguinte protocolo:

- volume de reacdo: 20 ul

- 2U da Enzima de restricdo MspA1

- 2U de BSA da mesma enzima

- tampéao de reagdo 1X

Os produtos da reagdo de PCR foram digeridos por 3 horas a 37° C. A

andlise do polimorfismo foi feita apds eletroforese em cuba contendo

tampdo TBE 1X , diluido da solugdo estoque 10X concentrada (121,1 g de

Tris; 61,83 g de Acido Bérico; 40 ml de EDTA 0,5 M e 4gua ultra-pura para

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

de agarose 1,8%, corado com brometo de etideo (10mg/mi).

Os produtos de amplificagdo observados foram de: um fragmento de 383
pb, correspondente ao gendtipo homozigoto selvagem A1/A1; uma banda em
248 e outra em 135 pb, correspondendo ao genétipo homozigoto mutante A2/A2;
e trés bandas em 383, 248 e 135 pb, representando o genétipo heterozigoto (
figura 1).

Para identificacdo do peso molecular de cada amostra foi utilizado um



marcador de 50 pb diluido (10 ul de marcador de DNA, 10 ul de

agua uitra-pura). Os géis foram analisados em transluminador de luz uitra-vio

documentados em sistema de captacéo de imagens pelo software “Digi Doc I

ficol € 80 ul d

G
pod
w



Figura 01

Gel de agarose a 3% representando os genétipos do polimorfismo analisado. Numeros
1 e 3 representam o gendtipo heterozigoto (A1/A2); os numeros 2 e 4 representam o
gendtipo homozigoto selvagem (A1/A1); e o nimero 5 representa o genétipo homozi-
goto mutante (A2/A2).

11
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4. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos resultados, foram utilizados os seguintes testes: a avaliagédo
do risco relativo (OR), com o objetivo de verificar uma possivel associagéo entre
os genodtipos em estudo e o risco de desenvolver cancer de mama; Qui-quadrado
(x?) para avaliar a significancia das diferencas das freqiiéncias genotipicas obtidas
nos pacientes e nos controles, o envolvimento dos linfonodos regionais, o grau
histolégico (estes dois Ultimos nos pacientes A1/A1 X A1/A2+A2/A2) e para
comparar os nossos dados com os da literatura;, Student ( t ), para avaliar a
significancia das diferengas entre as médias observadas nos pacientes e nos
controles, obtidas nos seguintes parametros clinicos: idade da menarca, idade da
menopausa, idade da 1? gravidez, e tempo de uso de pilulas anticoncepcionais e
tempo de exposicdo ao estrogénio e o tamanho do tumor (nos pacientes com
gendtipos A1/A1 X A1/A2+A2/A2). O equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado
quanto as distribuicbes genotipicas nos pacientes e nos controles através do teste
do Qui-quadrado.
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5. RESULTADOS

As amostras foram constituidas por 41 pacientes com carcinomas mamarios e
35 controles sem evidéncias de tumores mamarios.

Entre os pacientes, 19 (46,3%) apresentaram genoétipo homozigoto selvagem
A1/A1; 21 (51,2%) o gendtipo heterozigoto A1/A2 e 1 (2,4%) o gendtipo
homozigoto mutante (A2/A2). Entre os controles, 18 (51,4%) apresentaram
gendtipo A1/A1; 16 (45,71%) o gendtipo A1/A2 e 1 (2,9%) o genétipo mutante
A2/A2, sendo que 0s mesmos apresentaram-se homogeneamente distribuidos nos
pacientes e nos controles (ng =0,23; P>0,80). As frequiéncias 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 populagBes em equilibrio de Hardy-Weinberg (x%=3,12; P> 0,05 e y*= 1.35;
P>0,20, respectivamente para pacientes e controles).

As associacbes entre os genétipos e o desenvolvimento de cancer foram
analisadas a partir do teste de risco relativo (OR), obtendo-se o valor de: OR =
0,82; 1C=0,33-2,01.

A Tabela 1 apresenta as informacdes sobre as pacientes com relagdo ao tipo e
grau histologico, tamanho do tumor, envolvimento de linfonodos regionais e os
respectivos gendtipos.

A partir dos questionarios utilizados nas entrevistas, obtivemos as seguintes
informacdes: 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 relagdo ao consumo de pilulas anticoncepcionais, 19
mulheres afirmaram ja terem utilizado, 18 declararam nunca terem feito uso de
contraceptivos orais e 4 pacientes ndo souberam responder a esta questdo. O
tempo médio de exposicdo ao estrogénio, 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 relagdo ao uso de contraceptivos orais, 10 muiheres afirmaram
ja terem utilizado pilulas anticoncepcionais, 24 declararam nunca terem
consumido e 2 ndo souberam responder a esta questdo. O tempo médio de
exposi¢do ao estrogénio foi de 36,43 + 5,58 anos.

Os gendtipos dos pacientes foram classificados em dois grupos de acordo com
auséncia (A1/A1) e presenca (A1/A2+ A2/A2) do alelo considerado de risco de
desenvolver céncer mamdrio. Esta classificacdo teve como objetivo investigar
possiveis diferengas entre a gravidade do tumor, de acordo com a classificagdo
histologica (graus |, Il e lll), tamanho do tumor e envolvimento de linfonodos
regionais. Com relagéo ac grau do tumor, as pacientes de numeros 20 e 30 foram
consideradas tanto no grupo de grau Il quanto no de grau Ill, pois
histologicamente os tumores apresentavam areas distintas com diferentes graus.
N&o houve diferenga significativa entre os diferentes gendétipos (x22=0,63; P>0,30).
O mesmo foi observado quanto ac tamanho médio (35,26116,55 para A1/A1 e
35,33+14,01 para A1/A2+A2/A2) dos tumores (t=0,01, P>0,90). No entanto, o
numero de pacientes com envolvimento ou n&o de linfonodos n&o se apresentou
homogeneamente distribuido entre os genétipos considerados (x*= 4,82; P<0,05)
e a andlise de associa¢do indicou uma associa¢do negativa (OR=0,23, IC 95% -
0,06-0,88).

A presenga ou auséncia 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 estdc descritos na Tabela 2.

Comparagdes das frequéncias genotipicas encontradas neste estudo foram
comparadas com outras descritas na literatura e estdo apresentadas nas Tabelas
3ed
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Tabela 1. informagdes sobre tipo, grau histolégico, tamanho do tumor e

envolvimento de linfonodos, nos gendtipos A1/A1; A1/A2 e A2/A2.

N ldade

1

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20

77
80
68
66
62
53
69
72
69
68
68
37
87
53
44
73
86
72
63

43

Tipo de tumor
Ca intra-ductal
Ca ductal
Ca ductal invasor
Ca ductal invasor
Ca ductal
Ca ductal invasor
Ca ductal invasor
Ca ductal invasor
Ca lobular invasor
Ca ductal invasor
Ca ductal invasor
Ca intraductal
Ca ductal invasor
Ca ductal invasor
Ca ductal invasor
Ca ductal
Ca ductal invasor
Ca lobular invasor

Ca ductal invasor

Ca ductal invasor
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(mm)

70
7
20
8
25
15
47
40
50
60
40
35
55
30
40
35
30
50
40

30

Sim
Néo

Sim

Grau Tamanho Envolvimento de Genétipos
linfonodos

A1/A1
A1/A2
A1/A1
A1/A1
A1/A1
A1/A1
A1/A2
A1/A1
A1/A2
A1/A1
A1/A2
A2/A2
A1/A2
A1/A2
A1/A1
A1/A1
A1/A2
A1/A2
A1/A1

A1/A2

continua
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N idade

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

41

68
60
44
83
57

75

63
66
46
59
53
46
69
67
68
51
45
42
56
44
72

Tipo de tumor

Ca colbide associado

a ductal invasor
Ca ductal

Ca lobular invasor
Ca ductal invasor
Ca intraductal
Ca ductal invasor
Ca ductal invasor
Ca ductal
Ca ductal
Ca ductal invasor
Ca ductal invasor
Ca lobular invasor
Ca ductal
Ca ductal invasor
Ca ductal invasor
Ca ductal invasor
Ca ductal
Ca ductal invasor
Ca ductal
S

Ca ductal invasor

 Grau Tamanho Envolvimento de Genétipos

i
i

]
]
il
S.
i
S.
i

(mm)
45

40
55
40
35
25
40
50
28
30
35
60
12
30
15
15
50

30
S.1
35

linfonodos
Sim

Néo

A1/A2

A1/A2
A1/A2
A1/A1
A1/A1
A1/A1
A1/A2
A1/A1
A1/A2
A1/A1
A1/A2
A1/A1
A1/A1
A1/A2
A1/A2
A1/A2
A1/A2
A1/A2
A1/A1
A1/A2
A1/A1

Ca: carcinoma; S.I.: sem informacgdes
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FATORES A1/A1 A1/A2 e A2/A2
P C t P c t

Idade da 12,72+ 13,06 + t= 0,74 13,00+ 13,57+ t= 1,02
1,32 1,43 P>0,40 1,78 1,22 P>0,30

Menarca n=18 n=18 n=18 n=14
Idade da 48,77+ 50,22+ t= 0,75 47 45+ 48,54+ t= 0,41
5,08 6,38 P> 0,40 7.91 494 P>0,60

Wenopausa n=18 n=18 n=20 n=11
Idade da 23,68+ 22,0+ t=1,12 24,92+ 21,09+ t=2,02
primeira 4,38 3,46 P>0,20 5,60 3,08 P>0,05

gestagdo n=16 n=12 n=13 n=11
Tempo de uso 10,57+ 11,0 + t= 0,08 11,87+ 5,06 + t=1,71
de 7,36 11,76 P>0,90 7,18 8,41 P>0,10

contraceptivo n=7 n=5 n=12 =5

oral

Tempo médio 35,88+ 37,16+ t=0,710 34,23+ 35,27+ t=0,39
de exposigdo 4,59 6,16 P>0,50 7,98 4,86 P>0,70

ao estrogénio n=17 n=18 n=17 n=11

P= paciente; C= controle
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Tabela 3. Freqléncias dos genotipos A1/A1, A1/A2 e A2/A2 em pacientes

descritos em dois estudos casocs-controles (A, B) e na presente amostra (C).

Gendotipos Amostras
A B C
N % N % N %
A1/A1 178 38,4 550 36,7 19 463
A1lA2 212 458 711 47 .4 21 51,2
A2/A2 73 15,8 238 15,9 1 2,4

A: HAIMAN, et al., 2001; B: EINARSDOTTIR et al., 2005; C: presente 'esiudo.
N=numero de individuos.

Tabela 4. Frequéncias dos gendtipos A1/A1, A1/A2 e A2/A2 em controles

descritos em trés estudos casos-controles (A, B, C) e na presente amostra (D).

Genétipos Amostras
A B C D
N % N % N % N %
A1/A1 217 351 267 39,3 488 365 | 18 514
A1/A2 307 497 317 48,7 638 476 | 16 |457
A2/A2 9S4 15,2 95 14,0 212 15,9 1 12,86

A: HAIMAN, et al 1999; B: CHANG et al, 2005; C: EINARSDOTTIR et al., 2005; D:

presente estudo. N= numero de individuos.




6. DISCUSSAO

A associagéo entre o tempo de exposi¢do a hormbnios sexuais endégenos e
xégenos e ¢ aumento do risco de céncer de mama é bem estabelecida (CHANG
et al.,, 2005). Polimorfismos em genes da via de metabolizagdo dos hormdnios
endogenos podem ser Uteis como marcadores de susceptibilidade, contribuindo
para um melhor conhecimentc sobre a predisposicac individual ou de grupos
populacionais ao céancer. O gene CYP717 € um bom candidatc a marcador
molecular por estar envolvido na via metabolica de sintese de horménios
esterdides.

Neste estudo, as amostras foram constituidas por 41 mulheres com
diagnéstico de carcinoma mamario esporadico e 35 controles sem histéria familiar
cu evidéncias de carcinomas. As frequéncias genotipicas foram de 46,5%
pacientes homozigotos selvagens A1/A1;, 51,2% heterozigotos A1/A2 € 24 %
mutantes A2/A2. Entre os controles, 51,4% apresentaram gendtipo A1/A1; 45,7%
o genctipo A1/A2 e 2,9% o gendtipc mutante A2/A2. Nac houve diferenca
significativa nas distribui¢bes genotipicas entre pacientes e controles (X22 = 0,23,
P>0,80). A analise do equilibric de Hardy-Weinberg demonstrou que as amostras
foram retiradas de uma populagdo em equilibrio (x21=3,12; P> 0,05 e X21= 1,35;
P>0,20 para pacientes e controles, respectivamente) A analise do risco relativo
mostrou auséncia de associagao, positiva ou negativa (OR=0,82; 1C=0,33-2,01).

Estes resultados est&o de acordo com dados de outros estudos, citados a
seguir. DUNNING et al. (1998), realizaram um estudo caso-controle envolvendo
grande numerc de individuos ingleses (835 casos e 591 controles) e n&o
encontraram associagdc com o risco de cancer de mama (OR=1,10; IC 95%=0,89-
1,37) ou com a presenga de cancer mamaric em grau avancado (OR=0,88; IC
95%=0,38-2,01) nos portadores do alelc mutante, nem associacdo entre ©
genotipo e idade da menarca. HAIMAN et al. (1999), analisando 463 portadoras
de cancer de mama € 618 controles, ndo encontraram associacdo entre a
presenca do alelo A2 e o risco de cancer (OR=0,85; IC 95%=0,65-1,12) ou com a
presenca desta doenga em grau avancgado (OR=0,84; IC 95%=0,54-1,32). Entre

os varios fatores de risco analisados, estes autores descreveram um efeito
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protetor do alelo A1 em mulheres com idade tardia da menarca e um maior nivel
hormonal entre os controles portadores do alelo A2, sugerindo que a presenga do
alelo A2 altera os niveis hormonais, mas ndo demonstra ser um fato
independente de risco. VERLA-TEBIT et al. (2005), avaliaram o impacto dos
diferentes gendtipos do CYP77 em mulheres em pré-menopausa, com énfase na
paridade. Avaliaram 527 casos e 904 controles, todos abaixc dos 51 anos de
idade. Nao encontraram associagdc quanto ac risco de cancer (OR=1,04; IC
95%=0,78-1,37), mas descrevem um possivel impacto em mulheres nuliparas
portadoras do genétipo A2/A2 (OR=1,48; IC 95%=0,82-2,70). CHANG et al. (2005)
também nao descreveram associagbes analisando uma amostra da populacéo
australiana composta de 1284 casos e 679 controles. A OR para as portadoras do
gendtipo A2/A2 foi de 1,08; IC 95%=0,78-1,51.

Outros autores, porém, descreveram associagcdes entre a presenca do alelo
mutante e o risco do cancer de mama, o que tem estimulado a continuidade deste
tipo de analise para uma melhor avaliagdo do possivel impacto desta mutagéo.

Em trabalho publicado em 1998, FEIGELSON e colaboradores descreveram
gue mulheres portadoras do alelo A2, por terem um maior nivel hormonal
circulante, teriam um maior risco de desenvolvimento de cancer de mama. No
entanto, 0 mesmo grupo (FEIGELSON et al., 1999) descreveu que as portadoras
do alelo A2, eram usudrias de terapia de reposicdo hormonal em nivel
estatisticamente menor em relagdc as mulheres com gendtipc A1/A1, fato que
poderia diminuir o risco ao cancer de mama nas pacientes com a presenga do
alelo A2. Para corroborar esta hipotese, realizaram estudo de associacéo
(FEIGELSON et al., 2001) envolvendo 850 pacientes e 1508 controles. Neste
estudo, dois genes polimoérficos envolvidos no metabolismo do estrégeno foram
analisados, CYP17 e HSD17B1. A anélise estatistica foi realizada estratificando a
amostra de acordo com o numero de alelos de risco (A2 e B1, respectivamente). O
risco relativo para as mulheres portadoras de quatro alelos mutantes, em relac&o
aquelas sem nenhum destes foi de 2,21; IC 95%=0,98-5,0, sugerindo a relevancia

de analises genotipicas para a identificacdo de mulheres em grupos de risco.
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BERGMAN-JUNGESTROM et al. (1999) também descreveram associacéo
positiva entre este polimorfismo e o risco de cancer de mama em mulheres abaixo
dos 37 anos de idade (OR=2,0; IC 95%=1,1-3,5).

Observa-se que, apesar da semelhanga nos objetivos dos trabalhos descritos
(avaliar associagao entre genotipos de risco e a presenga de cancer), ha grandes
diferengas em relacdo aos fatores analisados como “de risco” (idade, paridade,
niveis hormonais, etc.), o que poderia explicar as divergéncias de resultados.

Ainda em relagao a distribuicdo dos genétipos, comparamos os nossos dados
com os de outros estudos semelhantes (Tabelas 3 e 4), ndo havendo diferenca
estatisticamente significante entre os diversos estudos (y 2, =6,24, P>0,10 para os
pacientes e Xze = 8.78, P>0,10 para os controles).

Para avaliarmos o impacto da presenca do alelo de risco (A2), comparamos 0s
individuos 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 pilulas anticoncepcionais e tempo de exposigao ao estrogénio.

As médias das variaveis citadas, de pacientes e controles, ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (Tabela 2).

Estes resultados indicam que, neste estudo, os individuos portadores do alelo
A2, nao apresentaram um aumento do risco de cancer de mama quando foram
analisados os fatores acima descritos. Porém o pequeno tamanho da amostra
pode ter mascarado algumas possiveis associa¢des, as quais foram descritas por
outros estudos com numeros amostrais maiores como AMBROSONE et al. (2003)
e CHANG et al. (2005).

Entre os pacientes, foi também realizada uma analise com relagao ao grau
histolégico do tumor (I, Il ou Ill), tamanho do mesmo e envolvimento ou nao de
linfonodos regionais. O grau histolégico do tumor nao diferiu significativamente
entre pacientes com genétipo A1/A1 e os com genétipos de risco A1/A2 e A2/A2
(x22=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 genoétipos analisados nao

influenciaram na gravidade do quadro clinico, o que também foi descrito em outro
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estudo (HAIMAN et al., 1999) sugerindo que o alelo A2 ndo esteja envolvids no
aumento do risco de progressdo de cancer de mama. Como jé cif%&o
anteriormente, estes dados n&o estéo de acordo com BERGMAN-JUNGESTROM
et al. (1999) e FEIGELSON et al. (2001).

A analise de envolvimento de linfonodos regionais indicou uma diferenca
significante n&o esperada, sendo que cos individuos A1/A1 apresentaram um
maior envolvimento de linfonodos do que aqueles com o0 gendtipo de risco (x%=
4,82, P<0,05). Este dado néo esta de acordo com os dados de HAIMAN et al.
(1999). A analise de associagdo demonstrou associagdo negativa (OR=0,23; IC
95%= 0,06-0,88). Novamente temos que considerar o baixo numero amostral do
nosso estudo como uma possivel causa para este resultado, porém chama a
atencéo para gque outros estudos avaliem este item com cautela, com o objetivo
de diferenciar se houve uma associagdo espuria ou se representa um efeito

protetor do alelo A2 em relacdc as metastases regionais.
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7. CONCLUSGES

Os nossos dades nao demoenstram associagdo positiva ou negativa entre os
diferentes genotipos analisados do gene CYP717 e riscc de desenvolver cancer
mamario. Também n&o se observa diferencas significativas entre os diferentes
parametros clinicos (idade da menarca, idade da menopausa, idade da
primeira gestagéo, tempo médio de uso de contraceptivos orais e tempo médio
de exposicdo ao estrogénio) analisados nos pacientes e nos contreles. Nos
pacientes, n&c houve diferenca estatisticamente significativa quando se
analisou os diferentes genttipos (A1/A1;, A1/A2+A2/A2) em relag&o ao tipo,
grau e tamanho do tumor (parametros indicativos de gravidade do quadrc). O
achado de que o envolvimentoc de linfonodos ndo se mostrou
homogeneamente distribuido nos referidos gendtipos € moestrou associagdo
negativa, € devido, provavelmente, ac tamanhc da amostra. No entanto, ©
mesmo deve ser avaliado em amostras de tamanhos mais consistentes para
uma definicdo mais conclusiva. A frequéncia dos gendtipos A1/A1, A1/A2 e
A2/A2 observadas nos nossos dados (pacientes e controles) n&oc mostrou

diferencas estatisticamente significativas com as descritas por outros autores.
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1- Registro hospitalar:

2- Sexo: ( )M ( )F, Pesoatual (kg): ; Altura:
3- A gual grande grupo étnico vocé pertence ?
Negroide ( )Caucasoide{ ) Asiatico( ) Indigena{ ) Outros { )

4- idade:

5- Local de nascimento: Parana ? ( )sim { )n&o

Se ndo: Que regido brasileira? Norte ( ) Sul( ) Nordeste ( Centro-Oeste
() Sudeste { )

6- Qual o seu grau de instrucdo?

( ) analfabeto ( ) 1° grau incompleto ( ) 1° grau completc ( ) 2° grau

incompleto

Histoérico Tabagista

12- Vocé fuma atualmente? ( )sim ( Jnédo
13- Se NAQ, mas ja fumou, ha quanto tempo parou de fumar?
a)( )0-5anos b) ( )5-10 anos c)()>10
14- Quanto vocé fumalfumava por dia ? ( ) menos de V2 mago

{( )demeica 1 macgo

( ) mais de um mage
(quantos: )
15- Vocé convive/conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas que fumam?

a)( )sim b)( )néo

Histérico de Etilismo
16-Vocé consome/consumiu bebidas alcdolicas com frequéncia? ( ) sim ( ) nao
17- Se ja parou, hé guanto tempo parou de consumir esta bebida?
a){ ) 0-5anos. b)( )5-10 anos. c) { ) mais 10 anos.

18- Que tipc de bebida alcoolica vocé costumal costumava censumir ?
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a) ( )Destiladas b} ( )Nao-Destilada ¢) { )Outra

19-Quanto vocé costuma/ costumava beber por semana?

maximoumcopo ( )de2ab5copos ( J)de6al10 ( )de11a30 ()

20- Durante a sua vida, ja consumiu ou censome alguma bebida diariamente por
mais de 6 meses continuamente?
a){ )Sim b) ( ) Néo

Historico de Saude
21- Ha cerca de um ano vocé tem se automedicado com, per exemplo, aspirinas,
antiacidos, antihistaminicos, sedatives, ou outras drogas? () sim ( )né&c
() n&o me lembro

22- Vocé se submeteu a algum Raio-X?

( )sim ( )né&o
23- Se SIM, quantos? a) () Menos de 10 b) ( ) Mais de 10
Local:

24- Voceé tem ou ja teve as seguintes doencgas?
( ) Presséo alta { ) Diabetes ( ) Tuberculose ( ) Cancer

(localizagéo do tumor )

25- Em casos de cancer na familia, qual era o parentesco?

()YPai ( )M&e ( )Irm&o ( )Filho () Tioc ( )Primo ( ) Outro

26- Qual era a localizagdo do tumor?

( ) Bocalgarganta ( ) Pulmao ( ) Estdmago ( ) intestino ( ) Ginecoldgico (
) Mama

{ ) Outro (qual?)

27- Vocé ja teve alguma moléstia venérea?

a)( )sim Qual? b) ( ndo

Histérico hormonal e reprodutivo

28- ldade da primeira menstruagio (menarca):

29- ldade da ultima menstruacdo (menopausa):

30- Sua menstruacéo é/era : ( )regular () irregular



31- Teve abortos espontaneos? ( ) sim Quantos: () néo

-]
(O]
C

32- Tevefilhos? () sim Quantos:

33- Qual sua idade quando engravidou pela primeira vez?
34- Usou ou usa pilulas anticoncepcionais?

( )sim Por quanto tempo: ( )néo




APENDICE ii- TERMO DE CONSENTIMENTO

Nome do estudo: “Andlise meolecuiar de genes de biometabolismeo cm tumeores de mama”

CONSENTIMENTO

Concordo cm participar livremente desic cstudo, catendo quce scrci enfrevistado ¢ submetido a uma
avaliacdo laboratorial (cxamc dc sanguc). E, ciilendo quc os riscos dc minhia participacdo ncsla pesquisa s&o
inininmos.

Entendo que minha participacdo ¢ iniciraincnic voluniaria, podcendo mc rccusar a responder qualquer
questdo ou relirar o mcu consentimento em participar neste cstudo a qualquer hora, scm nenbum prejuizo ao

mcu tratamcnio atual ou futuro.

Exn, ap6s ter lido e entendido todas as informacg0es ¢

csclarccido todas as minhas dividas rcfcicnics a csic cstudo, concordo volunlariaincnic i pariicipar do
mesmo. Alesto também o reccbimento das “Informagdes ac doador”, nccessdrio para g minha compreensio

do cstudo.

Assinatura (do doador ou responsavel) ou impressio datifoscopica

Eu, Prof. Dr. Iglcuir jodo Cavalli, declaro quc forncci todas as informagdes refcrcnies ao cstudo ao

doador.

Data: /7 /

Prof. Dr. Iglenir Jodo Cavalli





