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Resumo

Objetivo: investigar a associacdo do polimorfismo do CYP 17 com leiomioma
uterino, uma vez que os hormdnios esterdides tém papel na patogénese dessa
doenca e a enzima codificada pelo CYP 17 esta envolvida na biossintese desses
hormonios. Casuistica e métodos: foram comparadas, em estudo caso-controle,
121 mulheres com leiomioma uterino sintomatico que se submeteram a
tratamento cirurgico (Caso) e 120 mulheres na peri ou na pdés-menopausa, sem
diagndstico prévio ou atual de leiomioma (Controle). Os grupos foram analisados
quanto a presencga do polimorfismo do gene CYP 17. A genotipagem do CYP 17
foi realizada por meio da reacdo em cadeia da polimerase com polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo (PCR-RFLP) com a enzima de restricao
Mspa1. Nas mulheres com a doenga, o DNA foi proveniente de material de
histerectomia e, nos controles, por meio de sangue coletado em pungédo venosa
periférica. Para a analise estatistica, foi realizado o teste do qui-quadrado seguido
de regresséo logistica. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05) e o
intervalo de confianga foi de 95% (95% IC). Finalmente, confirmou-se o equilibrio
de Hardy-Weinberg para as amostras. Resultados: comparando-se mulheres
com leiomiomas uterino e controles, notamos auséncia de diferenga significativa
na distribuicdo do gendtipo do CYP 17 (p 0,165) entre os dois grupos.
Conclusées: nao houve associagdo do polimorfismo do CYP 17 com a

ocorréncia de leiomioma uterino na populacao estudada.
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Leiomiomas uterinos sdo os tumores benignos mais freqlientes do trato
genital feminino na menacme e originam-se das células musculares lisas do
miométrio (Buttram, Reiter, 1981; Vollenhoven et al., 1990). Ocorrem em cerca de
30% das mulheres acima dos 30 anos, regredindo apds a menopausa (Muran et
al., 1980; Rein, Nowak, 1992; Brandon et al., 1993; Marshall et al., 1997). Por ser
assintomatico na grande maioria das vezes, sua real incidéncia & desconhecida
(Cramer et al., 1985), sendo encontrado em até 77% dos uteros quando se faz
estudo anatomopatolégico sistematico, independentemente da indicagdo de
histerectomia (Cramer, Patel, 1990). A incidéncia anual de leiomiomas em um
estudo prospectivo de coorte nos Estados Unidos, em mulheres com idade entre
25 e 44 anos, foi de 12,8 por 1000 mulheres/ano (Marshall et al., 1997).

Embora de natureza benigna, esses tumores podem causar sintomas
em 20% a 50% das pacientes (Buttram, Reiter, 1981). Os principais sintomas s&o:
sangramento excessivo e irregular, dor abdominal, infertilidade e complicagcbes na
gestacgao, tais como abortos recorrentes. A gravidade dos sintomas depende do
numero, do tamanho e da localizagdo dos nodulos. Segundo levantamento de
Lepine et al. (1997), em conjunto com o Nationwide Inpatient Sample (NIS)
Agency for Healthcare Research and Quality (2001), os leiomiomas sao
responsaveis por um tergco das histerectomias nos Estados Unidos. Dependendo
da origem dos dados, as estimativas ficam em torno de 140.000 a 180.000

histerectomias anuais e, pelo menos, 37.000 miomectomias no mesmo periodo.

Sao classificados de acordo com sua localizagao no utero, podendo ser
intramurais (localizados na parede muscular uterina), subserosos (originam-se de
nddulos intramurais que se expandem para fora do utero) e submucosos
(originam-se de nddulos intramurais que crescem para a cavidade uterina). Menos
comum € a forma polipdide, que pode crescer na cavidade uterina e, algumas
vezes, exteriorizar-se pelo canal cervical, levando o nome de mioma parido
(Cotran et al., 1999).

Estudos bioquimicos tém mostrado que os leiomiomas originam-se de
um clone unico de células musculares lisas (Townsend et al., 1970; Marshal et al.,
1994) e anormalidades citogenéticas foram observadas em 36% dos tumores, as

quais acredita-se, sdo secundarias a expansao clonal (Pandis et al., 1991). Nao
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se encontrou correlagdo entre alteragbes citogenéticas e parametros clinico-
patolégicos, como idade da paciente, tamanho e tipo histologico do nddulo e
resposta terapéutica (Hayashi et al., 1996). Supde-se que células miometriais
sofram mutacdes, com consequente perda de controle do crescimento, havendo
também o envolvimento de complexas interagcdes entre esterdides sexuais e
fatores de crescimento locais (Rein et al., 1995). Os esterdides poderiam mediar a
expansao tumoral pela ligagdo aos seus receptores, com subsequente ativagéo
de proto-oncogenes e fatores de crescimento (Andersen, 1996). No entanto, os
mecanismos envolvidos na iniciagdo e no crescimento dos leiomiomas ainda

permanecem pouco conhecidos.

Embora pouco se saiba a respeito do evento especifico que leva ao
desenvolvimento dos leiomiomas, 0 que se sabe ha décadas é que sao neoplasias
responsivas aos esterdides sexuais, que aparecem durante os anos reprodutivos e
que regridem apds a menopausa ou com uso de analogos do GNRH, situacées
onde ha queda acentuada dos horménios femininos (estrogénio e progesterona).
Por isso, pesquisas envolvendo alteragdes de genes responsaveis pela sintese e
pela metabolizacdo de estrogénios, tais como os polimorfismos dos genes
citocromo P450 1A1 (CYP 1A1), citocromo P450 1B1 (CYP 1B1), citocromo P450
3A4 (CYP 3A4), citocromo P450 17 (CYP 17), citocromo P450 19 (CYP 19), COMT
(Catechol-o-methyltransferase), GST (Glutatione S Transferase M1), tém buscado
possiveis relagdes com a génese de afecgdes estrogénio-dependentes (Dirven et
al., 1994; Kitawaki et al., 2001; Huber et al., 2002; Kado et al., 2002; Suspitsin et al.,
2002; Worda et al., 2003). Estudos recentes, alguns em nosso meio, também tém
avaliado polimorfismos dos receptores de estrogénio (Villanova et al., 2006) e de

progesterona (Gomes et al., 2007).

O gene do citocromo P450c17a (CYP 17), localizado no cromossomo
10924.3, codifica a enzima citocromo P450c17qa, a qual desempenha importantes
funcdes na biossintese dos hormdnios esteroides nas adrenais e nos ovarios
(Picado-Leonard et al.,, 1987; Brentano et al., 1990). Especificamente, essa
enzima media a atividade da 17a hidroxilase, a qual converte pregnenolona em
deidroepiandrosterona, e a atividade da 17,20 liase, a qual gera androstenediona

a partir da progesterona. Esses androgénios podem, entédo, ser convertidos em
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estrona, testosterona ou estradiol (Utiger, 1996). Teoricamente, o gendtipo do
CYP 17 poderia afetar diretamente os niveis de androgénios e de estrogénios,
devido ao papel enzimatico da sua proteina na geracéo de deidroepiandrosterona
e androstenediona, as quais, por sua vez, representam formas de androgénios
circulantes e funcionam como precursoras de testosterona, estroma e estradiol

(Figura 1).

Colesterol

!

Pregnenolona

| cyp17 |
17-hidroxipregnenolona Progesterona
| cyp17 | cyp17
Deidroepiandrosterona 17-hidroxiprogesterona
| | cyp17

Androstenediona <—> Testosterona

ﬂ l

Estrona Estradiol

Figura 1 - Via de sintese dos horménios esterdides, incluindo o papel de citocromo
P450c17a (CYP 17).

O conhecimento de que o gene CYP 17 é polimérfico levou a
investigacao das suas variantes na etiologia de doengas e condigdes relacionadas
aos estrogénios e/ou androgénios, em especial o cancer de mama, o carcinoma
endometrial, a sindrome dos ovarios policisticos e o céncer de prostata.
Desvendar se o gendtipo influencia no metabolismo dos horménios esterdides
e/ou se funciona como um marcador do estado hormonal endégeno pode ajudar

no entendimento de condi¢des hormonalmente mediadas.

Ha numerosos polimorfismos conhecidos do gene CYP 17 (Yanase,
1995; Frank et al., 1996). Desses, trés mais frequentes foram descritos (Carey et
al., 1994; Crocito et al.,, 1997; Miyoshi et al., 2000), mas somente um deles,
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envolvendo a regido 5’ ndo traduzida (5°UTR — untranslated region), tem sido
extensivamente investigado. Tal polimorfismo leva a mudanga de um unico par de
base (T—C) na regido promotora, que se localiza 34 bases a direita no sentido da
iniciacdo da tradugdo. Essa variagéo cria um local de reconhecimento para a
enzima de restricdo MspA1. O alelo selvagem é conhecido como A1 e o alelo
variante, como A2.

Sabe-se que a variante A2 cria um “Sp-1-type” (CCACC Box), ou seja,
um sitio promotor adicional. Segundo Kadonaga et al. (1986), o numero de
elementos promotores pode correlacionar-se com a atividade promotora e, por
isso, tem-se postulado que a variagao poderia resultar em aumento da transcrigao
(Carey et al., 1994; Feilgelson et al., 1997). Entretanto, no unico estudo molecular
da transcricdo realizado até o momento, esse polimorfismo ndo foi analisado
(Kristensen et al., 1999).

Miyoshi et al. (2003) estudaram a expressao do RNAmM (RNA
mensageiro) no tecido tumoral de mulheres com cancer de mama e no tecido
normal de mulheres que ja haviam tido cadncer de mama. Enquanto o nivel de
RNAm do gene CYP 17 foi maior nos tecidos tumorais, ndo houve diferenga nos
niveis de RNAm em pacientes com ou sem o alelo variante (A2) em ambos os
grupos. No entanto, os niveis de estradiol intratumoral foram significantemente
mais elevados naquelas com o alelo A2. Ja Daneshmand et al., em 2002,
estudaram células tecais ovarianas obtidas de mulheres na pré-menopausa
submetidas a histerectomia e ooforectomia bilateral sem afeccbes ovarianas, e
encontram reducao dos niveis de RNAm proporcional a presenga de um ou de
dois alelos A2.

Variagbes génicas do CYP 17 tém sido postuladas como responsaveis
por diferencas nos niveis circulantes de horménios esterdides e isso
influenciariam o risco de algumas doencgas. A relacao entre o polimorfismo MspA1
e a concentragao de hormdnios sexuais foi investigada em seis estudos com
mulheres saudaveis na pré-menopausa (Feilgelson et al., 1998; Diamanti-
Kandaraki et al., 1999; Haiman et al., 2001; Jernstrom et al., 2001; Daneshmand
et al., 2002; Garcia-Closas et al., 2002). A medida dos horménios difere entre os
estudos e a interpretagcdo desses achados é inconclusiva devido as dificuldades

metodoldgicas e a variagdo dos niveis hormonais durante o ciclo menstrual.
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O interesse no estudo do gene CYP 17 como fator etiolégico de
doengas tem aumentado. Alguns estudos sao consistentes com a hipotese de que
a variante alélica A2 modificaria a fungdo do gene, alterando assim a
concentragao dos esterdides sexuais (Feigelson et al., 1998; Diamanti-Kandarakis
et al., 1999; Haiman et al., 2001; Jernstrom et al., 2001; Daneshmand et al., 2002;
Garcia-Glosas et al., 2002). Os locais dominantes na produg¢ao desses esteroides,
na pré e na pdés-menopausa, sao respectivamente os ovarios e as supra-renais, €

a expressao do CYP 17 pode diferir entre essas glandulas (Haiman et al., 2001).

Acredita-se que os humanos carreguem mais de um milhdo de
polimorfismos (Li et al., 2001), que sao variagbes presentes em pelo menos um
por cento da populacao (Li et al.,, 2001; Khoury et al.,, 2003). Desses,
aproximadamente 30.000 exercem efeitos fenotipicos (Shastry et al., 2002), por
meio de varios mecanismos, tais como: aumento ou redugao da transcri¢ao,
alteracdo pods-transcricdo, alteragcao da atividade pds-traducdo e mudanga na
estrutura terciaria do produto do gene (Li et al., 2001; Shastry et al., 2002). A
determinagao dos polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP - single nucleotide
polimophism) € um novo recurso para estudar a etiologia de desordens
poligénicas, com complexos padrdes de heranga, tais como hipertensao, diabetes
e neoplasias (Evans et al., 2003). Os efeitos fenotipicos dos SNPs sdo baseados
no efeito direto do gene, na interagdo gene-gene, assim como na interagdo do

gene com o meio (Shastry et al., 2002).

Apesar da sua alta prevaléncia, a etiologia do leiomioma uterino
continua desconhecida. Sabe-se que esses tumores sdo causados pela
proliferagdo de uma célula muscular lisa (Towsend et al., 1970) e, embora a
influéncia dos esterdides sexuais seja aceita ainda ndao se encontrou a base
molecular para explicar sua patogénese. Considerando que a identificagcdo dos
fatores genéticos que predispéem a doenga pode levar a melhor compreensao
dessa neoplasia benigna, resolvemos estudar a associagdo do polimorfismo

MspA1 do gene CYP 17 com a presencga de leiomiomas nas mulheres brasileiras.
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Propusemo-nos, no presente estudo, a avaliar a possivel associacio
entre o polimorfismo MspA1 do gene CYP 17 e a ocorréncia de leiomioma uterino

nas mulheres brasileiras.




3. CASUISTICA E METODOS
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Todas as etapas deste trabalho seguiram as normas de boas praticas
em estudos envolvendo seres humanos, de acordo com a Resolugao 196/96 do
Conselho Nacional de Saude, e foram previamente aprovadas pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo / Escola Paulista de
Medicina (UNIFESP / EPM) (Anexo 1).

3.1 Casuistica

3.1.1 Grupo Caso
As pacientes elegiveis foram selecionadas no Setor de Leiomioma

Uterino da Disciplina de Ginecologia Geral do Departamento de Ginecologia da
UNIFESP / EPM, entre fevereiro de 2002 e dezembro de 2003. Todas tiveram
acesso ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, estando de acordo e
assinando o mesmo (Anexo 2). Foram incluidas 121 mulheres com diagnostico
pré-operatorio de leiomioma uterino e indicagdo de tratamento cirurgico, baseada
nas queixas clinicas, no exame ginecolégico e na ultra-sonografia pélvica
endovaginal. As pacientes se submeteram a histerectomia ou a miomectomia e
houve confirmagéao histopatolégica em todos os casos.

A indicagao de cirurgia nao teve qualquer relagdo com a participagao
no estudo e foi sempre obtida por critérios clinicos, de acordo com a avaliacédo da

equipe médica e a histéria da paciente.

Critério de inclusao

— Diagnostico pré-operatério de leiomioma uterino sintomatico, com

indicagao de tratamento cirurgico.

Critérios de exclusao
— Nao realizagéo do tratamento cirurgico.

— Na&o confirmagdo diagnodstica no exame anatomopatolégico da

pega cirurgica.
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3.1.2 Grupo Controle

Foram incluidas no Grupo Controle, entre janeiro e maio de 2004, 120
voluntarias na peri ou na pés-menopausa, com 45 anos ou mais, sem diagnostico
de leiomioma uterino. As candidatas foram selecionadas apds realizacdo de
exame ultra-sonografico pélvico endovaginal de rotina, e tiveram acesso ao
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, estando de acordo e assinando o
mesmo (Anexo 3). Nosso objetivo, ao escolher mulheres com essas
caracteristicas, foi obter um grupo proximo do ideal, ou seja, com chances
minimas de apresentar leiomioma no futuro, por tratar-se de afec¢cao que se

desenvolve na menacme.

Critérios de inclusao
— l|dade = 45 anos.

— Histéria clinica compativel com perimenopausa (sintomas
climatericos e irregularidade menstrual atual, com auséncia de
fluxo ha pelo menos trés meses por ocasidao da sua inclusdao no
estudo) ou na pdés-menopausa (auséncia de fluxo menstrual ha

pelo menos um ano).

— Auséncia de diagnéstico atual ou prévio de leiomioma uterino,

apods avaliagao clinica e ultra-sonografica.

Critérios de nao inclusao
— ldade <45 anos.
— Presenca de fluxo menstrual nos ultimos trés meses.

— Diagnéstico prévio ou atual de sangramento uterino anormal e/ou
dor pélvica crénica (do tipo algomenorréia ou dor nao relacionada

ao ciclo menstrual).
— Antecedente de cirurgia uterina.

— Indisponibilidade de ultra-sonografia pélvica endovaginal atual,

confirmando a auséncia de leiomioma do Utero.
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3.2 Métodos

3.2.1 Coleta de dados clinicos - Grupo Caso e Grupo Controle

Realizamos anamnese, com registro de idade e raga. Em relagdo aos
exames subsidiarios, teve importédncia a ultra-sonografia pélvica endovaginal,
para avaliagdo do utero, com mensuragdo do seu volume e registro de numero,

tamanho e localizagdo dos ndédulos tumorais, quando presentes.

Apenas quanto as pacientes do Grupo Caso, analisaram-se também as

descrigdes cirurgicas e os laudos histopatoldgicos, para confirmagao diagndstica.

3.2.2 Coleta de material biolégico e extragao de DNA - Grupo Caso

Durante a cirurgia de cada paciente, retirou-se um fragmento de
aproximadamente 1 cm?® de tecido tumoral, que foi imediatamente colocado em
recipiente com nitrogénio liquido e transportado a um freezer a -80°C, onde foi
conservado até a extracao do DNA. Esse procedimento foi realizado da seguinte
maneira: colocou-se uma por¢ao de leiomioma previamente retirado em 100ul de
tampédo de digestdo contendo proteinase K. Apds a incubagédo desse material a
50°C por 12 horas, a proteinase K foi ativada por quinze minutos a 70°C. A seguir,
foram adicionados 500ul de tampéao de lise do kit GFX (Amersham Biosciences).
O lisado foi entdo centrifugado a 8.000rpm/4°C (Eppendorf modelo 5804 R) por
um minuto em coluna cromatografica (silica). Apés duas etapas de lavagem e
centrifugagcdo (com tampdes contendo etanol), o DNA foi diluido em 100ul de
agua milli-Q autoclavada e pré-aquecida a 70°C. Finalmente, o DNA purificado

obtido foi armazenado a -80°C até sua utilizag&o.

3.2.3 Coleta de material biolégico e extracdao de DNA - Grupo

Controle

Foram coletados 5 ml de sangue venoso de cada participante, em
puncgao periférica do membro superior, utilizando vacutainer com anticoagulante
(EDTA), seguida da imediata extracdo do DNA desse material. Esse

procedimento foi realizado com kit GFX (Amersham Bioscience), da seguinte
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forma: adicionou-se 500ul de tampéao de lise em 100ul de sangue. Em seguida,
o lisado foi centrifugado a 8.000rpm/4°C (Eppendorf modelo 5804 R) por um
minuto em coluna cromatografica (silica). Apos duas etapas de lavagem e
centrifugacdo (com tampdes contendo etanol), o DNA foi diluido em 100ul de
agua milli-Q autoclavada e pré-aquecida a 70°C. O DNA purificado obtido foi

armazenado a -80°C até sua utilizacao.

3.3 Quantificagao de DNA

A quantidade de DNA foi medida por espectrofotometria (260nm) em
equipamento da Spectronic, modelo Genesys 5.

3.3.1 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)
As reagdes em cadeia da polimerase feitas com os oligonucleotideos

(primers) para a B-globulina [senso: 5-CCA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3’, anti-
senso: 5GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3] (Gattas, Soares-Vieira, 2000)
foram usadas como controle positivo para verificar a qualidade do DNA e a
eficiéncia da amplificacéo.

Para a reacdo em cadeia da polimerase do CYP 17 foram utilizados
200ng do DNA gendémico em um volume final de 25pl de reagao contendo: Spmol
de cada primer sense (5’-CAT TCG CAC TCT GGA GTC-3’) e anti sense (5'-AGG
CTC TTG GGG TAC TTG-3’), 10ul de mix Promega (50UN/ml de Taq polymerase
com buffer de reagao-ph 8.5, 400uM de dATP, 400uM de dCTP, 400uM de dGTP,
400uM de dT e 3mM de MQgCI2) (Promega Coorporation, Madison, WI, USA) e
12ul de agua de nuclease-free (Promega). O material foi submetido ao
termociclador (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystem) por 40 ciclos,
onde a primeira etapa foi de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, seguida de
anelamento a 57°C por 45 segundos e polimerizagdo a 72°C por um minuto. A
eletroforese foi em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio (1pg/ml),

e 0 padrao obtido nessa reagéao foi de 419 pb (pares de base).
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3.3.2 PCR-RFLP (Restriction Fragment Polymorphism)

Para analise do polimorfismo MspA1 do gene do CYP 17, os produtos

de PCR foram incubados a 37°C por 4 horas em volume final contendo: 3U de
MspA1 | (New England Biolabs, Inc, US), 1ul do NEbuffer4, 0,1ul de BSA (Bovine
Serum Albumin) e 8pl do produto do PCR (Feigelson et al., 1999). A enzima de

restricdo Mspa1 | reconhece o seguinte trecho da sequéncia do PCR amplificado
do gene CYP 17: 5’...CMG|CKG...3' / 5'...GKCt1GMC...3 (M=A ou C e K=G ou T).

A eletroforese foi feita em gel de agarose a 3%, corado com brometo

de etidio e foram observados os padrdes descritos na Figura 2.

St
e
e ee—
- e——
- " e
M 2 3 4 5

Figura 2 — M= marcador 100 pb; coluna 1= resultado do PCR do CYP 17 (419 pb);
colunas 2 e 3= homozigoto mutado para o polimorfismo do CYP 17 (295 pb e 124 pb);
coluna 4= heterozigoto para o polimorfismo do CYP 17 (419 pb, 295 pb e 124 pb);
coluna 5= amostra homozigoto selvagem para o polimorfismo do CYP 17 (419 pb).
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3.3.3 Controles internos dos PCR

Para assegurar a integridade dos reagentes, todas as reagdes foram
processadas contendo um controle interno negativo, com a substituicdo do

volume de DNA por agua nuclease-free (Promega).

3.4 Analise estatistica

Inicialmente, as variaveis foram analisadas descritivamente e, a
seguir, calcularam-se suas frequéncias absolutas e relativas. Para se testar a
homogeneidade dos grupos em relagdo as proporgdes foi utilizado o teste de
qui-quadrado ou o teste exato de Fisher, e o nivel de significancia considerado
foi de 5% (p<0,05).

A anadlise multivariada dos fatores foi realizada pelo modelo de
regressao logistica, por meio do qual se calculou a odds ratio (razao de chances),
utilizando o software SPSS, versdo 11.0, com intervalo de confianga de 95% (95%
IC). Finalmente, a distribuicdo genotipica foi examinada para o equilibrio de

Hardy-Weinberg, com o uso do Goodness of fit test.




4. RESULTADOS
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Caracteristicas do Grupo Caso
— |dade: variou entre 23 e 68 anos, com média de 47,7 anos.

— Raga: 60 pacientes (49,6%) foram classificadas como brancas e
61 (50,4%) como nao-brancas. Essa categoria foi composta por
pacientes que haviam sido individualmente registradas como
pardas (40 mulheres) ou como negras (21 mulheres) e que, pela
possivel imprecisdo dos dados em um pais como o Brasil, onde
predomina a miscigenacédo racial, foram reclassificadas como

nao-brancas.

Caracteristicas do Grupo Controle:
— |dade: variou entre 45 e 78 anos, com média de 59,9 anos.

— Racga: 94 mulheres (78,3%) foram classificadas como brancas,
enquanto 26 (21,7%) foram consideradas n&o-brancas (14 pardas

e 12 negras).

Comparando-se os grupos estudados, notamos, conforme registrado

na tabela 1:
— Idades mais avangadas no Grupo Controle.

— Raca nao branca mais frequente no Grupo Caso.

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas da casuistica, de acordo com 0s grupos

Caso e Controle

Grupo
Variavel Categoria Controle Caso o]
n (%) n (%)
<49 24 (20,0) 103 (85,1)
Idade (anos) <0,001
> 49 96 (80,0) 18 (14,9)
N&o-Branca 26 (21,7) 61 (50,4)
Raca ) <0,001

Branca 94 (78,3) 60 (49,6
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De acordo com os dados registrados na tabela 2, ndo houve
associagao do polimorfismo MspA1 do gene CYP 17 com a idade, nem com a

raca.

Tabela 2 — Caracteristicas clinicas da casuistica, de acordo com o gendtipo do
CYP 17.

CYP 17
Variavel Categoria
A1/A1 (%) A1/A2 (%) A2/A2 (%) o]

<49 49 (38,6) 57 (44,9) 21 (16,5)

Idade (anos) 0,293
> 49 34 (29,8) 62 (54,4) 18 (15,8)
Nao-Branca 31 (35,2) 43 (48,9) 14 (15,9)

Raca 0,966
Branca 52 (33,8) 76 (49,3) 26 (16,9)

A tabela 3 ndo mostra diferengas significativas na distribuigcao
genotipica, assim como na frequéncia alélica do polimorfismo MspA1 entre os

grupos estudados.

Tabela 3 — Gendtipo e frequéncia alélica do gene CYP 17 considerando os

grupos Caso e Controle

Controle Caso

Genétipo p OR (95% IC)
n=120 n=121

A1/A1 40 (33,3%) 43 (35,6%) 0,17 1
A1/A2 65 (54,2%) 54 (44,6%) 0,77 (0,98 — 4,62)
A2/A2 15 (12,5%) 24 (19,8%) 1.55 (0,72 - 2,36)
Freqiiéncia alélica
A1 145 (60,4%) 140 (57,9%) 0,50

A2 95 (39,6%) 102 (42,1%)
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As tabelas 4 e 5 confirmam a manutencdo do Equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) na casuistica estudada, pois mostram concordancia aceitavel
entre as freqUéncias genotipicas esperadas e as observadas, tanto no Grupo

Caso quanto no Controle.

Tabela 4 — Frequéncias genotipicas no Grupo Caso

Genotipos — Grupo Caso

Total
A1/A1 A1/A2 A2/A2
Frequéncia observada 43 (35,5%) 54 (44,6%) 24 (19,8%) 121 (100%)
Frequéncia esperada (HWE) 40 (33,3%) 59 (49,2%) 21 (17,5%) 121 (100%)
p=0,769
Tabela 5 — FreqUéncias genotipicas no Grupo Controle
Genétipos — Grupo Controle
Total
A1/A1 A1/A2 A2/A2
Frequéncia observada 40 (33,3%) 65 (54,2%) 15(12,5%) 120 (100%)

Frequéncia esperada (HWE) 43 (36,1%) 57 (47,9%) 19 (16,0%) 120 (100%)
p=0,577




5.DISCUSSAO
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O leiomioma uterino € uma doenga complexa, que resulta da
interacdo de varios genes, hormonios, fatores de crescimento e citocinas com
o meio ambiente (Pedeutour et al.,, 1999). Nos ultimos anos, alguns
pesquisadores tém buscado possiveis relagées de polimorfismos génicos com
leiomiomas (Harrison-Woolrych et al., 1994; Pedeutour et al., 1999) e, dada a
importancia dos hormdnios femininos na génese desses tumores, propusemo-
nos, neste estudo, a analisar um polimorfismo do gene CYP 17, atuante na
sintese de esterdides sexuais. A presencga do alelo mutante (A2), evidenciada
apos reagdo em cadeia da polimerase com adicdo da enzima de restricao
MspA1, parece relacionar-se com aumento na concentragao sérica de estradiol
e de progesterona nas mulheres na pré-menopausa (Rein et al., 1990). Porém,
dados recentes mostram fraca associacdo desse polimorfismo com a

biossintese dos estrogénios na pés-menopausa (Andersen et al., 1996l).

Alguns autores sugerem que o alelo A1 do gene CYP 17 exerceria
acao androgénica nos homens, aumentando o risco de hiperplasia prostatica
benigna e de cancer de préstata (Mangrulkar et al., 1995). Em contraste, o
alelo A2 exerceria efeito estrogénico na mulher, elevaria os niveis de estradiol
sérico (Rein et al., 1990) e aumentaria o risco de cancer de mama avangado
(Vollenhoven et al., 1990) e de Sindrome dos Ovarios Policisticos (Kurachi et
al.,, 2001). Quanto aos leiomiomas, vale ressaltar que tal polimorfismo ja foi
previamente estudado por outros autores (Kado et al., 2002; Amant et al.,
2004; Tsujino et al., 2006), em populagdes etnicamente distintas da nossa, e

seus resultados serdo discutidos a seguir.

Kado et al., (2002) ndo encontraram relagdo do polimorfismo MspA1
do CYP 17 com leiomioma uterino em mulheres japonesas. No entanto, temos
que ressaltar o numero pequeno da amostra (67 casos) e a analise
indiferenciada de mulheres com leiomioma ou com adenomiose. Tsujino et al.,
(2006), por sua vez, também nao observaram relagdo desse polimorfismo com
leiomiomas, novamente na populagdo japonesa. Vale destacar que esses
resultados devem ser analisados no contexto da populacdo relativamente
homogénea do Japdo e que, por isso, ndao podem ser simplesmente

extrapolados para outros grupos étnicos.
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Amante et al., (2004) reportaram uma significante associagdo nas

mulheres negras sul-africanas.

Os polimorfismos sao variagcdes genéticas herdadas, presentes em
todas as células e com prevaléncia variavel em diferentes populacdes. Dessa
maneira, qualquer linhagem celular amplificada representa o organismo. No
entanto, alteragdes genéticas sabidamente podem ocorrer nas células
somaticas, em especial nos tumores. Embora o material biolégico escolhido no
presente estudo, para analise genética, tenha sido um fragmento tumoral no
Grupo Caso, destacamos que o produto de PCR obtido n&o representa apenas
o DNA das células neoplasicas, pois durante a reagcdo ha amplificagao irrestrita
de outros DNAs presentes na amostra, quais sejam leucécitos, fibroblastos e

células miometriais adjacentes, entre outros.

Ainda assim, com o intuito de garantir que os resultados nao fossem
artificialmente desviados, confirmamos o equilibrio de Hardy-Weinberg para
ambos os grupos, certificando que as distribuicbes genotipica e alélica
estivessem de acordo com aquela esperada para uma populacao
adequadamente amostrada. Caso alguma mutacdo somatica, presente no
material estudado, apagasse o local de agcdo da enzima MspA1 no gene do
CYP 17, teriamos nao amplificagdo de alguns alelos, concentracdo anémala de
genotipos homozigotos e consequente desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg.
Além disso, quando os dois alelos fossem apagados, nao teriamos o
surgimento de bandas de leitura no gel de agarose, o que ndo ocorreu com o

DNA de nenhuma participante.

Os dados deste estudo ndo estabeleceram associacdo entre a
presenca de leiomiomas uterinos e o polimorfismo MspA1 do gene CYP 17 nas
mulheres brasileiras, concordando com os dados previamente apresentados
por Kitawaki et al. (2001) e por Tsujino et al. (2006) e em desacordo com o
estudo de Amant et al. (2004), que reportaram uma significante associagdo nas
mulheres negras sul-africanas. Mesmo considerando-se apenas as nao-
brancas brasileiras, ndo houve associagdo, o que pode ser devido a intensa

miscigenagao caracteristica da nossa populagao.
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Uma vez ndo demonstrada qualquer relagéo do polimorfismo MspA1
do CYP 17 com leiomiomas uterinos em uma populacdo representativa da
mulher brasileira, parece-nos improvavel que haja elevagado dos riscos para
esse grupo, de acordo com os diferentes gendtipos possiveis. No entanto, o
estudo de grupos étnicos distintos € necessario para que se chegue a
conclusdes definitivas, assim como permanece fundamental o estudo das vias
de metabolizacdo dos esterdides sexuais, contribuindo para o melhor

entendimento da patogénese dessa doenca.




6. CONCLUSAO
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Nao houve associagao do polimorfismo MspA1 do gene CYP 17 com

a ocorréncia de leiomioma uterino.




7.ANEXOS
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Anexo 1 — Carta de aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa.

Universidade Federal de Sdo Paulo Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina Hospital Sdo Pauwlo

Séao Paulo, 17 de agosto de 2005.
CEP 0109/05
CONEP

iilmo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) LUCINDA COELHO ESPERANCA VIEIRA
Disciplina/Departamento: Ginecologia da

Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital S0 Paulo

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Estudo do polimorfismo do gene CIP17 em pacientes com leiomioma

uterino”.

Prezado(a) Pesquisador(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S3o Paulo/Hospital S0 Paulo ANALISOU e APROVOU
Emenda 1 (versdo de 28/Jun/2005 - inclusio de gene) e respectivo termo de consentimento livre e esclarecido
do projeto de pesquisa acima referenciado.

Atenciosamente,

Ve

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S3o Paulo/ Hospital Sao Paulo

OBS: Informamos que, de acordo com a carta Circular n® 003-CONEP/CNS de 14 de fevereiro de 2001 n&o ha necessidade do parecer da CONEP
para emendas aos protocolos, salvo quando o CEP solicitar. Nos projetos de Grupo | e Il, o pesquisador ou patrocinador deve envig-las a ANVISA
junto com o parecer aprobatério do CEP/UNIFESP. :

"Ressaltamos que ¢ de essencial importancia que seja verificado, antes da divulgagéo dos processos efou resultados obtidos nesta pesquisa, se
os mesmos s&o potenciaimente patentedveis ou passiveis de outras formas de protegdo intelectual/industrial. A prote¢ao por meio do depdsito de
patente, ou de outras formas de protecdo da propriedade intelectual, evita a agdo indevida de terceiros e confere maior seguranga quando da
publicagdo dos resultados da pesquisa.”

Rua Botucatu, 572 - 1° andar - conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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Anexo 2 — Termo de consentimento Livre e Esclarecido-GRUPO 1

Objetivo: Estas informacdes estdo sendo fornecidas para a sua participagao
voluntaria neste estudo, que visa analisar dados clinicos e genéticos de mulheres com
leiomioma uterino.

Procedimento: Os dados clinicos sdo obtidos na entrevista e o material para o
estudo genético é retirado de fragmento de leiomioma uterino obtido durante a cirurgia
(histerectomia ou miomectomia).

Riscos: Nao ha alteracao significativa do risco, do desconforto ou dos resultados
terapéuticos, uma vez que a técnica cirdrgica nao sofre modificagdes. ex

Beneficios para a participante: Nao ha beneficios diretos para a participante, uma
vez que os resultados obtidos ndo afetardo a avaliagao e tratamento de sua doenca.

Informagdes: Em qualquer momento vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. Tera também
direito de saber dos resultados quando os mesmos forem de conhecimento dos
pesquisadores. A principal pesquisadora é a Dra Lucinda Coelho Esperanca Vieira, que
podera ser encontrada no Hospital Sao Paulo, Rua Napoledo de Barros, 715, Sao Paulo-
SP, 7° andar ou no ambulatério de Ginecologia, na Rua dos Otoni n° 619, Vila
Clementino, Sao Paulo. Se tiver alguma consideragcdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP), Rua Botucatu, n°
572, cj 14, Sao Paulo-SP, Tel: 55711062. Fax: 55397162.

Liberdade: Vocé podera retirar o seu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar, sem qualquer prejuizo a continuidade do tratamento na instituigao.

Direito de Confidencialidade: As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto
com informagdes de outras pacientes, ndo sendo divulgadas a identificacdo de nenhuma
participante.

Tratamento: Em caso de dano pessoal, causada diretamente pelo procedimento
realizado neste estudo, a participante tem direito a tratamento na instituigdo bem como
indenizacdes legalmente estabelecidas por lei.

Custos: Nao ha despesas pessoais para a participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também nao ha compensacdes financeiras relacionadas a
sua participagao.

Resultados: A pesquisadora se compromete a utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa.

Concordo em participar voluntariamente deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, sem prejuizo do meu atendimento médico.

Assinatura da voluntaria/representante legal

Declaro que me foi concedido, de forma apropriada e voluntaria, o Consentimento
Livre e Esclarecido desta voluntaria para a participagao neste estudo.

Assinatura do pesquisador principal
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Anexo 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — GRUPO 2

Objetivo: Estas informacdes estdo sendo fornecidas para a sua participagao
voluntaria neste estudo, que visa comparar dados clinicos e genéticos de mulheres com
leiomioma uterino e mulheres sem a presenga desse tumor.

Procedimentos: Realiza-se entrevista, com registro de dados clinicos. Em seguida,
por meio de pungao venosa periférica, retira-se 5 ml de sangue para analise genética.

Riscos: Os principais riscos sao relacionados com o local da pungao (dor,
desconforto ou hematoma no local) e tontura ou desmaio (reflexo vagal) durante o
procedimento.

Beneficios para a participante: Nao ha beneficio direto para a participante, uma vez
que os resultados obtidos nao afetarao a avaliagao e conduta do seu caso em particular.

Informagbes: Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. A investigadora
principal é a Dra Lucinda Coelho Esperanca Vieira, que pode ser encontrada no Hospital
Sao Paulo, na rua Napoledo de Barros, 715,7° andar, secretaria de Ginecologia, Sao
Paulo/ SP, telefone 55764100. Se tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, na rua Botucatu,572, 1°
andar, conjunto 14, Sao Paulo/SP, telefone 55711062.

Liberdade: E garantida a liberdade para a retirada do seu consentimento a qualquer
momento, deixando de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade do seu
tratamento na Instituigao.

Direito de confidencialidade: As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto e
a identificacdo das pacientes nao sera divulgada.

Tratamento: Em caso de dano pessoal, ligado aos procedimentos realizados neste
estudo, com nexo causal comprovado, a participante tera direito a tratamento médico na
Instituicdo, como as indenizagbes legalmente estabelecidas.

Custos: Nao despesas pessoais para a participante em qualquer fase do estudo.
Também nao ha compensacgao financeira relacionada a sua participacao.

Resultados: Vocé tera direito de saber os resultados tdo logo sejam de
conhecimento dos pesquisadores.

Concordo em participar voluntariamente deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, sem prejuizo do meu atendimento médico.

Assinatura da testemunha

Declaro que me foi concebido, de forma apropriada e voluntaria, o Consentimento
Livre e Esclarecido desta voluntaria para a participagao neste estudo.

Assinatura do pesquisador principal
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Abstract

Objective: Uterine leiomyoma is the most common pelvic tumor in women of
reproductive age. It has been well established that endogenous sex hormones are
involved in the pathogenesis of the disease, and polymorphisms in genes
encoding for enzymes that act in the steroid hormones metabolism, as the CYP17,
may therefore play a role in the genesis of fibroids. Variations in this gene have
been thought to be candidates influencing the susceptibility to hormone-related
diseases. A single nucleotide polymorphism (T—C) [rs1042386] in the promoter
region of CYP17 is speculated to alter its transcription. The present study was
conducted to investigate the association between this polymorphism and the
presence of uterine leiomyoma in Brazilian women. Methods: Genotyping of the
CYP17 was performed in 121 uterine fibroid patients and 120 unaffected women
using polymerase chain reaction and restriction fragment length polymorphism
analysis. Results: No significant difference in the CYP17 genotype distribution was
noted between cases and controls (p=0.165) Conclusion: These findings suggest
that the CYP17 gene polymorphism studied is unlikely to be associated with risk

for uterine leiomyoma in Brazilian women.
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Abstract

Background. Uterine leiomyoma is the most common pelvic tumor in women of reproductive age. It is well established that
endogenous sex hormones are involved in disease pathogenesis, and polymorphisms in genes encoding enzymes which act in
the metabolism of steroid hormones, such as that for cytochrome P450c17« enzyme (CYP17), may therefore play a role in
fibroid genesis. Variations in this gene have been thought to influence the susceptibility to hormone-related diseases. A single
nucleotide polymorphism (T—C) [rs1042386] in promoter region of CYP!7 may alter its transcription. The present study
was conducted to investigate the association between this polymorphism and the presence of uterine leiomyoma in Brazilian

women.

Methods. Genotyping of CYP17 was performed in 121 uterine fibroid patients and 120 unaffected women, using
polymerase chain reaction and restriction fragment-length polymorphism analysis.

Results.  No significant difference in the CYPI7 genotype distribution was noted between cases and controls (p = 0.165).
Conclusion. These findings suggest that the CYPI7 gene polymorphism studied is unlikely to be associated with risk for

uterine leiomyoma in Brazilian women.

Keywords: Uterine letomyoma, uterine fibroids, hormone metabolism, CYP17, polymorphism, single nucleotide polymorphism

Introduction

Uterine leiomyoma is the most common benign pelvic
tumor in women of reproductive age, affecting 20% to
50% of the premenopausal population [1}]. Its
prevalence is higher in black women [2], and the
clinical findings vary from totally asymptomatic to
symptomatic, with serious consequences on quality of
life. Uterine leiomyoma is responsible for irregular
and excessive uterine bleeding, lower abdomen
pressure, pain during intercourse, pelvic pain, recur-
rent pregnancy loss, infertility and compression of
adjacent organs [3,4]. More than 200 000 hysterec-
tomies are performed every year in the United States
due to fibroids [5]. Given their prevalence and
associated morbidity, there is a significant interest in
studying their etiology.

Although little is known about specific events leading
to the development of leiomyomas, it has been known
for several decades that they are hormonally responsive
tumors. Neoplastic transformation possibly involves
somatic mutations in genes responsible for proliferation
or apoptosis in the normal myometrium, as well as
complex interactions among sex steroid hormones and
growth factors. The exact role of steroids and growth
factors in the initiation of these tumors is, however, not
completely understood [6].

Several studies have evaluated polymorphisms in
genes encoding enzymes involved in sex steroid
metabolism as genetic biomarkers of hormone-de-
pendent diseases [7,8]. The cytochrome P450cl17x
(CYP17) gene, on the long arm of chromosome
10 (10924.3), encodes the cytochrome P450cl7
enzyme, which acts at key branch points in steroid
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hormone biosynthesis in the adrenal glands and
ovaries [9]. Specifically, CYP!7 mediates the steroid
17g-hydroxylase activity, which converts pregneno-
lone to dehydroepiandrosterone and the 17,20-lyase
activity, which generates androstenedione from pro-
gesterone. These androgens may then be converted to
estrone, testosterone and estradiol. The discovery that
CYP17 is polymorphic prompted investigation of the
role of CYP17 gene variants in the etiology of diseases
and conditions in which estrogens or androgens play
an important function.

The 5-untranslated region of CYP17 contains a
single nucleotide polymorphism (SNP) 34 bp up-
stream from the initation of wanslaton and 27 bp
downstream from the transcription start site. This SNP
(T—C) creates a recognition site for the restriction
enzyme MspAl, resulting in the production of a variant
allele named A2 (while the wild allele is called Al).
This allele creates an additional SP-1 type (CCACC-
BOX) promoter site [10] that has been postulated to
increase estrogen and androgen production. Never-
theless, a gel mobility shift assay revealed no binding of
SP-1 to the polymorphic site of CYP17 [11].

Some authors have demonstrated an association
between the presence of the A2 allele (polymorphic)
and elevation in both estradiol and progesterone
serum levels in premenopausal women [12,13]. Based
on the role of the A2 allele in the carcinogenesis of
some hormone-related neoplasms [14], in the present
study we investigated the association between CYP17
gene polymorphism, detected by reaction with the
MspAl restriction enzyme, and the susceptibility to
uterine leiomyoma in Brazilian women.

Materials and methods

Patients

We carried out a case—control study previously
approved by the Research Ethics Committee of the
Universidade Federal de Sao Paulo/Escola Paulista
de Medicina [Medical School]. Participants signed
an informed consent form. The presence of CYPI7
gene polymorphism (MspAl) was compared among
241 eligible women. Participants were categorized as
follows: 121 premenopausal symptomatic women
with surgical and histological confirmation of leio-
myoma, treated at a teaching hospital in the city of
Sao Paulo, Brazil; and 120 postmenopausal women
without clinical or ultrasonographic evidence of
fibroids as control group. All subjects were classified
as white or non-white (a group comprising blacks
and mulattos). The term ‘non-white’ refers to the
African inheritance present in the composition of the
Brazilian population and the intense racial misce-
genation characteristic of our country, which hinders
a precise differentiation among ethnic groups based
on their physical features {15].

Methods

In the case group, a 1 cm? fragment of uterine tissue
was removed during surgery and preserved at —-80°C
until DNA extraction. To this end, pieces weighing
50 mg were incubated overnight at 50°C in 500 gl of
digestion buffer containing proteinase K (Tris—HCI
10 mM, pH 8; ethylenediamine-N,N,N',N -tetraacetic
acid (EDTA) 0.25 mM, pH 8; sodium dodecyl
sulfate 0.25%; NaCl 100 mM, proteinase K 200 ug).
After incubation, the enzyme was heat-inactivated at
70°C for 15 min. Then, the lysate was deposited into
a column (GFX™ Genomic Blood Purification Kit;
GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA}. All reactions
were performed according to the manufacturer’s
specifications.

For the control group, whole blood samples were
collected into tubes containing EDTA and frozen at
-20°C before extraction. Genomic DNA was isolated
using the GFX™ Genomic Blood Purification Kit
(GE Healthcare), according to the manufacturer’s
nstructions,

The amount of DNA was measured by purified
DNA aliquot spectrophotometry at 260 nm
(Spectronic model Genesys 5; Thermo Spectroni,
USA). Polymerase chain reaction (PCR) was carried
out using oligonucleotides (primers) for f-globin,
which was considered as positive control to verify
quality of DNA and efficacy of amplification [16].

Genotyping of the CYP!7 gene for the MspAl
polymorphism in the 5-untranslated region was
performed by PCR and reswiction fragment-length
polymorphism analysis as previously described [17],
with slight modifications. Briefly, a 419-bp fragment
containing the polymorphic site was obtained by
PCR using the primers 5-CAT TCG CAC TCT
GGA GTC-3' and 5-AGG CTC TTG GGG TAC
TTG-3'. The 25 ul volume reaction was composed of
200 ng of genomic DNA, 5 pmol of each primer,
10 ! of PCR mix (comprising Tag polymerase
reaction buffer 50 U/ml (pH 8.5), 400 yM dATP,
400 pM dCTP, 400 uM dGTP, 400 M dT and 3
mM MgCl,; Promega Corporation, Madison, WI,
USA) and 12 ul of nuclease-free H,O (Promega
Corporation). After 40 cycles in a thermal cycler
(GeneAmp PCR System 9700; Applied Biosystems,
Inc., Foster City, CA, USA) at 94°C for 30 s, 57°C
for 45 s and 72°C for 1 min, the PCR products were
digested for 4 h at 37°C by the MspAl restriction
enzyme, and then submitted to electrophoresis in
agarose gel, stained with ethidium bromide, in a
horizontal cube containing 1 x TBE buffer. Finally,
detection of the present alleles (A1/A2) was made by
PCR products visualization in agarose gel under
ultraviolet illumination.

The allele frequency and genotypic distribution
were compared between the case and control groups
and between the white and non-white subjects. The
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#* frequency test was applied with a significance level
set at 5% (p < 0.05) and disease risk was estimated
by odds ratio with the confidence interval established
as 95%, using the software SPSS version 11.0 for
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA),. Finally,
based on otserved allele frequency, we compared the
real genotypic distribution with expected rates in the
groups (Hardy-Weinberg equilibrium). The purpose
of the calculation was to certify that results obtained
do not carry any sample or specimen bias, since a
representative population, studied by the appropriate
means, usually respects the equilibrium [17].

Results

Results of the MspA1 digestion profile for the CYPI7
gene are summarized in Figure 1. Homozygous
women with Al/Al alleles presented fragments of
419 bp; heterozygous women with A1/A2 alleles
presented fragments of 419 bp, 295 bp and 124 bp;
and homozygous women with A2/A2 alleles pre-
sented fragments of 295 bp and 124 bp.

Subjects’ characteristics are described in Table L.
Mean age was higher in the control group than in the
cases. Regarding race, the control group presented a
higher number of white than non-white women while
in the case group the percentage of white and non-
white women was similar. Observed genotypes and
allele frequency did not show any associations with
ethnicity (Table II) and the genotypic distribution
remained in Hardy-Weinberg equilibrium through-
out the series in case and control groups (data not

M 1 2 3 4 5

Figure 1. Polymerase chain reaction-restriction fragment-length
polymorphism profile for the CYPI7 gene digested with MspAl:
lane M, molecular-weight markers (100 bp scale); lanes 1 and 5,
wild-type homozygous genotype (Al/Al) with 419-bp fragment;
lanes 2 and 3, mutant homozygous genotype (A2/A2) with 295 and
124-bp fragments; lane 4, heterozygous genotype (A1/A2) with
419, 295 and 124-bp fragments.
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shown). We found no significant differences between
cases and controls with respect to genotype and allele
frequencies (Table III), and odds ratios did not
indicate increased risk of fibroids related to the
studied CYP!7 genotypes (Table IIT).

Discussion

Uterine leiomyoma is a complex entity which results
from interactions among multiple genes, hormones,
growth factors, cytokines and the environment [18].
However, there are a limited number of reports on
associations between gene polymorphisms and uter-
ine fibroids, including genes encoding estrogen
receptor [18,19], progesterone receptor [20,21],
androgen receptor [22] and insulin-like growth
factor-1I [23]. Given the important role of sex steroid
hormones in the pathogenesis of leiomyomas, the
CYP17 gene polymorphism could be thought be
involved in the susceptibility to the disease. CYPI7
MspAl polymorphism creates a variant allele (A2),

Table I. Descriptive characteristic of leiomyoma and control
groups.

Group
Vartable/
category Control Case p Value
Age (years) 599+ 7.4 4374+ 7.0 < 0.001
Race
Non-white 26 (21.7) 61 (30.4) <0.001
White 94 (78.3) 60 (49.6)

Data are presented as mean + standard deviation or n (%).

Table II. Ethnicity distribution according to CYP17 genotype.

Ethnicity
CYP17
genotype White Non-white p Value
Al/Al 52 (33.7) 31 (35.2) (1.966
Al/A2 76 (49.4) 43 (48.9)
A2/A2 26 (16.9) 14 (15.9)

Data are presented as n (%).

Table III. Genotypes and allele frequencies for the CYP?7 gene in
the case and control groups.

CYP17 Controls Cases OR
genotype  (m=120) (n=121) #* pValue (95% CI)

Genotype frequency, n (%)

Al/AL 40 (33.3) 43 (35.6) 2 0.165 1.00

AlIA2 65 (54.2) 54 (44.6) 0.77
(0.98-4.62)

A2/A2 15 (12.5) 24 (19.8) 1.55
(0.72-2.36)

Allele frequency, n (%)
Al 145 (60.4) 140 (57.9) 1 0.4971
A2 95 (39.6) 102 (42.1)

OR, odds ratio; CI, confidence interval.
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which is associated to higher serum estrogen and
progesterone levels in premenopausal women [12].
CYP17 polymorphism has shown associations with
sex steroid hormone-dependent diseases, including
breast cancer [14] and prostate cancer [24].
Some investigators have demonstrated that the Al
allele elevates the effect of androgens in men, and
therefore the Al allele is associated with higher risk
of prostate cancer and prostate benign hyperplasia;
whereas the A2 allele stimulates the effect of
estrogens in women, being associated with increased
risk to breast cancer [14], polycystic ovary syndrome
[25] and higher serum estrogen levels [26].

Polymorphisms are inherited genetic variations
present in all cells (germinative or somatic, healthy
or impaired} and their prevalence varies in different
populations. Thus, any amplified cell lineage would
be representative for studying the body. On the other
hand, chromosome alterations and genetic mutations
may occur in somatic cells, particularly in tamors.
This fact does not interfere in our choice of uterine
tissue as biological material in the case group, since
when present these alterations do not affect all cells
of a certain nodule [27]. If there were any somatic
alterations involving the CYPI7 gene locus
(10g24.3), a deviation in the Hardy-Weinberg
equilibrium testing would be expected in genotypic
distribution, with a reduction of heterozygous geno-
types when eliminating one the alleles (which was not
found in any group) or no visualization of the bands
after agarose gel electrophoresis when eliminating
two alleles {which did not occur in any subject).
Moreover, it is worth mentioning that the product of
PCR amplification in the cases represents the DNA
of all cells present, such as leukocytes, fibroblasts and
normal myometrium, besides some neocplastic cells,
Previous comparisons of the presence of other
polymorphisms in blood, myometrium and leiomyo-
ma were conducted by several authors [28-30], who
did not find differences in these tissues, thus
corroborating the idea that the DNA obtained
provides reliable results that represent the body cells.

Having postmenopausal and asymptomatic wo-
men with negative ultrasound screening as controls
provides better approximation of a group truly not
affected by uterine fibroids and with no risk for
development of the condition in the future. However,
as the clinical and ultrasonographic examinations
could not completely rule out the existence of
neoplasm because there might be microscopic
lesions, it should be noted that the accidental
presence of women with undetected fibroids in the
control group would reduce the likelihood of finding
an association between the polymorphism and the
disease.

Although previous research suggested that CYPI7
MspAl polymorphism may increase the odds of
developing leiomyomas in black South African

women [31], this association was not confirmed by
other studies. Kado and colleagues {32] first reported
no association between CYP17 MspAl polymorph-
ism and adenomyosis and/or leiomyoma in the
Japanese population. Limitations of their results were
the small number of cases (#=67) and the fact of
mixing subjects with adenomyosis and leiomyomas
in the same group. Anocther study among Japanese
women was carried out by Tsujino and associates
[33], and they too did not find any association
between the CYP17 MspAl polymorphism and
uterine fibroids, despite the higher frequency of the
A2 allele in leiomyoma cases. Denschlag and co-
workers [34] also failed to establish an association
between uterine leiomyoma and the CYP!7 T—C
SNP in a Caucasian population.

The distribution of the A2/A2 genotype has been
shown to vary among different ethnic populations.
Miyoshi and collaborators [35] reported that fre-
quency of the A2/A2 genotype was significantly
(p < 0.001) lower in Caucasian (13-14%) and
African-American (13%) women than in Japanese
(21%) and Taiwanese (28%) women. Our study
showed frequency of A2/A2 genotypes similar to
others (white = 16.8% and non-white =15.9%) and
revealed that the CYPI!7 genotype did not vary
significantly between leiomyoma and control groups.
These findings suggest that the CYP!7 gene poly-
morphism is unlikely to be associated with an
increased risk for uterine leiomyoma in Brazilian
women.

Declaration of interest: The authors report no
conflicts of interest. The authors alone are respon-
sible for the content and writing of the paper.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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