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RESUMO 

 

ix 



 

 

Introdução:O câncer de mama é uma doença multifatorial que envolve um 

desequilíbrio entre fatores genéticos, dietéticos, hormonais e reprodutivos, sendo 

determinada principalmente pela ocorrência de mutações ou de alguma ativação 

anormal de genes que controlam o crescimento e a proliferação celular. Estudos têm 

mostrado que o receptor da Vitamina D (VDR) está presente em vários tipos 

celulares, incluindo células malignas e normais da mama, com envolvimento na 

proliferação celular e redução da apoptose, bem como no crescimento e 

agressividade do câncer mamário. A proposito, a variante polimórfica ApaI 

(rs7975232) do gene VDR destaca-se como possível biomarcador no câncer de 

mama. Objetivo: Avaliar a associação entre o polimorfismo de nucleotídeo único do 

gene VDR e o câncer de mama. Pacientes e Métodos: estudo transversal 

controlado, envolvendo 140 mulheres, conforme dimensionamento amostral, 

atendidas no Setor de Mastologia do Hospital Getúlio Vargas e Hospital São Marcos 

em parceriacom a Universidade Federal do Piauí. As mulheres foram divididas em 

dois grupos: grupo I, caso (mulheres com câncer de mama, n=70) e grupo II, 

controle (mulheres sem câncer de mama, n=70). Uma pequena amostra de 3 ml de 

Sangue periférico foi coletado das participantes para estudo do DNA genômico 

extraído de leucócitos, a genotipagemfoi realizada pela Reação em Cadeia da 

Polimerase em Tempo Real (RT-PCR). Resultados: O genótipo aa esteve presente 

em 16 mulheres (22,8%) do grupo I (caso) e em 10 (14,3%) do grupo II (controle) 

(OR= 2,087; IC95%=0,800-5,444; p=0,133), enquanto a frequência do genótipo Aa 

foi em 31 (44,4%) mulheres do grupo caso e em 30 (42,9%) das mulheres do grupo 

controle (OR= 1,344; IC95%= 0,996-4,372; p=0,051). Com relação ao status 

menopausal, as mulheres em pós-menopausa que apresentaram o genótipo Aa 

tiveram uma maior associação com o câncer de mama (OR= 3,980; IC95%= 1,102-

14,373; p= 0,035) Conclusão:Os achados do presente estudo sugerem que a 

presença do genótipo Aa da variante polimórficaApaI (rs7975232) gene VDR está 

associado a uma maior susceptibilidade ao câncer de mama nas mulheres na pós-

menopausa. 

 

Palavras chaves: Polimorfismo, VDR, Câncer de mama. 
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ABSTRACT 

 

xi 



 

 

Introduction: Breast cancer is a multifactorial disease and involves an imbalance 

between genetic, dietary, hormonal and reproductive factors, being determined 

mainly by the occurrence of mutations or some abnormal activation of genes that 

control cell growth and mitosis. Studies have shown that the Vitamin D receptor 

(VDR) is present in a variety of cell types, including malignant and normal breast 

cells, and is involved in cell proliferation and reduced apoptosis, as well as in the 

growth and aggressiveness of breast cancer. Thus, the polymorphic variant ApaI 

(rs7975232) of the VDR gene stands out as a possible biomarker in breast cancer. 

Objective: To evaluate the association between the single nucleotide polymorphism 

of the VDR gene and breast cancer. Patients and Methods: a controlled cross-

sectional study involving 140 women, according to sample size, attended at the 

Mastology Sector of the Getúlio Vargas Hospital of the Federal University of Piauí 

and Hospital S. Marcos. The women were divided into two groups: group I, case 

(women with breast cancer, n = 70) and group II, control (women without breast 

cancer, n = 70). A small sample of 3 ml of Peripheral Blood was collected from 

participants to study genomic DNA extracted from leukocytes, genotyping was 

performed by Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). Results: The 

genotype aa was present in 16 females (22.8%) of group I (case) and 10 (14.3%) of 

the group II(control) (OR= 2.087; 95%IC=0.800-5.444; p = 0.133), whereas the 

frequency of Aa genotype was 31 (44.4%) in case group and 30 (42.9%) in women in 

the control group (OR= 1.344; 95%IC= 0.996-4.372; p = 0.051). Regarding 

menopausal status, postmenopausal women who presented the Aa genotype had a 

greater association with breast cancer (OR= 3.980; 95%IC= 1.102-14.373; p= 0.035). 

Conclusion: The data suggest that the presence of Aa genotype of the 

polymorphism ApaI (rs7975232) of VDR gene is associated with susceptibility to 

breast cancer in postmenopausal women. 

 

Keywords: Polymorphism, VDR, Breast cancer. 
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Nas últimas décadas, o câncer tornou-se um evidente problema de saúde 

pública, sendo estimados 27 milhões de casos novos para o mundo até o ano de 

2030. A incidência de câncer na população tem aumentado significativamente, tendo 

como principais fatores causais o estilo de vida e a longevidade. Dentre os tipos de 

câncer, o da mama é a principal causa de morte por câncer nas mulheres em todo o 

mundo, com cerca de 520 mil mortes estimadas no ano de 2012. É a segunda causa 

de morte por câncer nos países desenvolvidos, atrás somente do câncer de pulmão, 

e a principal causa de morte por câncer nos países em desenvolvimento 

(INCA,2014). 

O problema do câncer no Brasil ganha relevância pelo perfil epidemiológico 

que essa doença vem apresentando.Para o ano de 2016, foram estimados 57.120 

casos novos de câncer de mama, com um risco estimado de 56,09 casos a cada 

100 mil mulheres (INCA, 2015). 

O câncer de mama é uma doença multifatorial que envolve um desequilíbrio 

entre fatores genéticos, dietéticos, hormonais e reprodutivos, sendo determinada 

principalmente pela ocorrência de mutações ou de alguma ativação anormal de 

genes que controlam o crescimento e a proliferação celular (SILVA et al., 2012). A 

mamografia, aliada ao exame clínico das mamas, são instrumentos fundamentais 

para um diagnóstico precoce da doença, no entanto o diagnóstico desta neoplasia é, 

na maioria das vezes, estabelecido em uma fase tardia em países em 

desenvolvimento, o que justifica os elevados índices de mortalidade (ABREU; 

KOIFMAN, 2002; THULER, 2003). 

Dessa forma, novos métodos de estudo de imagem e da biologia tumoral 

como ressonância magnética e avaliação dos subtipos moleculares do carcinoma 

mamário vem se destacando com o objetivo de se estabelecer um diagnóstico mais 

precoce, estratégias terapêuticas mais eficazes e uma melhor abordagem 

prognóstica, que são de grande importância na atenção à saúde da mulher 

(NASCIMENTO; PITTA; REGO, 2015).  

A propósito, o desenvolvimento de técnicas genômicas tem proporcionado a 

elucidação de mecanismos envolvidos na carcinogênese, em destaque, para genes 

da regulação e diferenciação celular (DELMONICO; ALVES; AMARAL, 2015). Nesse 

sentido, estudos epidemiológicos recentes têm chamado atenção para uma possível 

associação entre o gene do Receptor da Vitamina D e o câncer.  

 A vitamina D, ou colecalciferol (Figura 1), é um hormônio esteroide enão 
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exatamente uma vitamina com sua estrutura molecular assemelha-se a de 

hormônios esteroides como estradiol, cortisol e aldosterona (MARQUES et al., 2010; 

NORMAN, 2012). Sua principal função consiste na regulação da homeostase do 

cálcio, formação e reabsorção óssea, através da sua interação com as paratireoides, 

os rins e os intestinos (ARNSON; AMITAL; SHOENFELD, 2007).  

 

Figura 1: Estrutura química do colecalciferol (Vitamina D3). 

 

Fonte: Adaptado de NORMAN, (2012). 

 

 A principal fonte da vitamina D é representada pela formação endógena nos 

tecidos cutâneos após a exposição à radiação ultravioleta B (LEVENTIS; PATEL, 

2008).A partir da exposição aos raios ultravioleta B (UVB), o 7-dehidrocolesterol, 

esteróide presente na derme e epiderme, é transformado em vitamina D3. Esta 

forma não metabolicamente ativa é transportada pela corrente sanguínea até o 

fígado, onde sofre uma hidroxilação, tornando-se a 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] 

ou calcidiol. A produção da 25(OH)D no fígado, além de rápida, sofre pouca 

regulação. Deste modo, seus níveis plasmáticos refletem a reserva corporal de 

vitamina D. Para se tornar ativa, a vitamina D necessita ainda de uma última 

hidroxilação, que ocorre nos rins, sob ação da enzima 1α-hidroxilase, 

transformando-se em 1,25 dihidroxivitamina D [1,25(OH)2D] ou calcitriolconforme 

mostra a Figura 2(PEDROSA; CASTRO, 2005). 
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Figura 2: Metabolismo da Vitamina D. 

 

 

Fonte: DEEB; TRUMP; JOHNSON,(2007). 

 

Além de sua ação na homeostase do cálcio, a vitamina D exerce ações 

diretas ou indiretas em mais de 200 genes envolvidos na regulação do ciclo celular, 

diferenciação, apoptose e angiogênese, promovendo ou inibindo a proliferação de 

células normais ou neoplásicas (BOUILLON et al., 2006; BONETI; FAGUNDES, 

2013). A vitamina D atua via mecanismo genômico onde tem papel central, o 

receptor da Vitamina D (VDR), uma fosfoproteína que é membro da super família de 

receptores nucleares (VAN SCHOOR; LIPS, 2000).  

O receptor da vitamina VDR pertencente à família dos receptores hormonais 

presentes no núcleo (OZONO, 1991). Apesar do VDR, em sua forma livre, estar 

presente no citoplasma (GRONEMEYER et al., 2004), quandose ligaàforma ativa da 

vitamina D (1α, 25dihidroxivitamina D3 [1α,25(OH)2D3] ou calcitriol), transloca-

separa o núcleo, onde irá associar-se a promotores de diversos genes modulando 

a expressão dos mesmos, produzindo múltiplos efeitos biológicos (ISSA; LEONG; 

EISMAN, 1998; BAKER et al., 1988). Além disso, oVDR forma heterodímero com o 
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receptor do ácido retinóico RXR, que age como um fator transcricional, ligando-se a 

elementos de resposta à vitamina D (VDRE), que consiste em duas sequências de 

seis nucleotídeos repetidos, mas separadas por três nucleotídeos aleatórios, 

sequências estas contidas em regiões promotoras de genes responsivos a vitamina 

D (Figura 3), entre eles, osteocalcina (KERNER et al, 1989), 24 hidroxilase 

(OHYAMA et al, 1994). 

 Contudo, estudos têm relatado níveis séricos de 1,25 dihidroxivitamina D em 

pacientes com câncer de mama são menores quando comparadas a mulheres sem 

câncer de mama ou controles. Por sua vez, a expressão tecidual do receptor de 

vitamina D (VDR), 1αhidroxilase e 24 hidroxilase foram similares em tumores 

malignos da mama e tecido mamário normal (MILANE et al, 2013).  

 A identificação da expressão do receptor de vitamina D (VDR)na maioria das 

células normais e cancerígenas e a descoberta que algumas células também 

apresentam mecanismo relacionado com a complexação de 1,25-dihidroxivitamina D 

e o receptor de vitamina D (VDR), que estimula a expressão de muitas enzimas que 

codificam genes responsáveis pela diferenciação celular ou apoptose, têm mostrado 

evidências da influência desta vitamina na patogenia de algumas neoplasias 

(BONETI; FAGUNDES, 2013; LACZMANSK et al., 2017). Este conceito prevê que a 

vitamina D pode ter relevância para prevenção e tratamento do câncer de mama 

(WELSH, 2007). 

 

Figura 3: Mecanismo de ação do Receptor da vitamina D 

 
Fonte: DUSSO, (2011). 
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A propósito, os polimorfismos do gene do VDR podem ser de importância 

para o câncer. Polimorfismos são definidos como mutações de pelo menos 1% dos 

alelos em uma determinada população. Variações da sequência de DNA que 

ocorrem frequentemente na população podem ter efeitos biológicos modestos, mas 

reais. Por causa da abundância do genoma humano, ele tem sido utilizado com o 

objetivo de estudar variações no risco para doenças comuns (KÖSTNER et al., 

2009);Os seres humanos carregam um grande número de polimorfismos que podem 

conduzir diferentes efeitos celulares devido a vários mecanismos, tais como 

transcrição reduzida, pós- transcrição ou pós- tradução alterada ou alterações 

terciárias no produto do gene (ABBAS et al., 2008).  

O gene do VDR humano está localizado no braço longo do cromossomo 12 

na regiãoq12-14(Figura 4). Variantes alélicas comuns foram identificadas no gene 

VDR (PEDEUTOUR et al., 1994). Os primeiros estudos de polimorfismo do VDR 

foram feitos utilizando parâmetros de metabolismo ósseo, especialmente 

osteoporose (UITTERLINDEN, 2001). As abordagens do genedesta região relataram 

polimorfismos de um único nucleotídeo (SNPs) para serem associados a várias 

doenças importantes, incluindo câncer de pulmão (FU; LI; ZHANG, 2014), câncer de 

ovário (SONG; LEE, 2013), câncer de próstata, pele, colorretal, ovário e da bexiga, 

carcinoma de células renais e câncer de mama (KÖSTNER et al., 2009; LEE; 

SONG, 2014). 

 

Figura 4: Localização do gene do Receptor da Vitamina D no cromossomo 12 

 

 
Fonte: GenomeDecoration Page/NCBI; SZPIRER et al., 1991. 
 

 O VDR está presente numa variedade de tipos de células, incluindo células 

malignas e normais da mama (ABBAS et al, 2008). Uma vez descoberto que o VDR 

é um mediador da via de vitamina D, os polimorfismos genéticos do VDR têm sido 

investigados como fatores de risco de muitos tipos de câncer (GRANT et al., 2013; 
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HUANG et al., 2013; AZAD et al., 2013). Vários estudos têm avaliado associações 

entre vários polimorfismos no gene VDR e o risco de câncer de mama, com 

resultados inconsistentes. Estes polimorfismos incluem frequentemente três análises 

de polimorfismo de nucleotídeos único (SNPs): Bsml, Fok1 e Taql em extremidade 3’ 

do gene VDR.  

Atualmente, poucos estudos investigaram a associação entre o polimorfismo 

ApaI do gene VDR e o câncer de mama e com resultados contraditórios (CURRAN 

et al., 1999; HOU et al., 2002; SILLAPAA et al., 2004; YANG et al., 2012; LUO et al., 

2014; REIMERS et al., 2015; ABD-ELSALAM et al., 2015). 

A literatura sobre a matéria é escassa e controversa. Todavia, até onde 

investigamos, não encontramos estudos da variante polimórfica ApaI do receptor da 

vitamina D em mulheres com câncer de mama no Brasil, o que nos levou à 

concepção do presente estudo. 
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2. OBJETIVO 
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Objetivo geral: 

 

Avaliar a associação entre o polimorfismo do gene do receptor da vitamina D (VDR) 

e o risco para câncer de mama. 

 

Objetivos específicos: 

 

1. Avaliar a associação entre a variante polimórfica ApaI (rs7975232) e o risco para 

câncer de mama. 

2. Avaliar a associação entre a variante polimórfica ApaI (rs7975232) e o risco para 

câncer de mama em mulheres em pré-menopausa e em pós-menopausa. 

3. Comparar as frequências alélicas do VDR entre o Grupo I(casos) e Grupo II (controles). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 
Polimorfismo do gene do receptor da vitamina D em mulheres com câncer de mama 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO –João Paulo da Silva Sampaio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. PACIENTES E MÉTODOS 

______________________________________________________________ 
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3.1. Tipo de estudo e local da realização 

 

Trata-se de um estudo transversal controlado, com pacientes atendidas no 

ambulatório de Mastologia do Hospital Getúlio Vargas (HGV), ambulatório Hospital 

São Marcos e realizado no Laboratório de Biologia Molecular do Hospital Natan 

Portela, que envolveu 140 mulheres, divididas em 2 grupos: Grupo I, caso (com 

carcinoma de mama, n=70) e Grupo II, controle (sem carcinoma mamário, n=70). 

. 

3.2. Critérios de inclusão da amostra 

 

 Foram incluídos neste estudo pacientes com câncer de mama confirmado 

histologicamente, e pacientes saudáveis (controles) confirmadas por meio de exame 

físico e de imagem negativos para malignidade e que aceitaram participar da 

pesquisa mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE). 

 

3.3. Critérios de não-inclusão da amostra 

 

 Mulheres maiores de 80 anos 

  Pacientes portadoras de doenças hepáticas, metabólicas, cardiovasculares, 

renais 

  Pacientes com relatos de outros tipos de malignidade.  

 

3.4.Cálculo Amostral  

  

Determinação do tamanho da amostra para estudo sobre proporção em dois grupos: 

 Grupo 1: Mulheres com câncer de mama com polimorfismo gene VDR 

 Grupo 2: Mulheres sem câncer de mama com polimorfismo gene VDR. 

Estudo mostrou que a proporção de polimorfismo gene VDR no grupo 1, p1 = 0,32. 

Estudo mostrou que a proporção de polimorfismo gene VDR no grupo 2, p1 = 0,20. 

Questão: Quantas mulheres com câncer de mama devemos pesquisar, com o erro 

tipo I, α de 5% – ou falsamente concluindo que existe diferença de ocorrência do 

polimorfismo entre os grupos, quando na verdade ela não existe - e uma 

probabilidade de 0,80 (β) de detecção da verdadeira diferença da ocorrência de 
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polimorfismo do gene VDR entre os dois grupos. Supondo outrossim, que esta 

diferença não seja superior a 7% (erro amostral ( p1 – p2 ). Zα = 1,96 e Zβ = - 1 Pela 

seguinte fórmula fica: n= [ zα√2𝑝1(1−𝑝1)−𝑧𝛃√p1(1−p1)+𝑝291− 𝑝2) / (𝑝1−𝑝2)]2. n= 

66. 

 

3.5. Métodos 

 

3.5.1. Coleta de Material Biológico 

  

 Foi coletado 3 ml do sangue após a consulta médica por um técnico 

especializado utilizando seringa e agulha descartáveis. O sangue total foi 

armazenado em tubo de coleta a vácuo com anti-coagulanteEDTA (Ácido 

Etilenodiamino Tetra-acético). As amostras foram conservadas em freezer a -20ºC. 

Foi solicitado a todas as mulheres do estudo que não usassem medicamentos anti-

inflamatórios durante as 72 horas que antecederem a coleta do sangue. 

 

3.5.2. Extração de DNA 

  

 Para a extração do DNA dos leucócitos das amostras utilizou-se o 

PureLinkGenomic® DNA Mini Kit (Life Technologies). Seguiu-se as etapas 

determinadas pelo fabricante: 

 Para a extração foi utilizado 200 µL de sangue de cada amostra. O sangue foi 

colocado em um microtubo de 1,5 mL estéril e contendo 20 µL de proteinase K, 20 

µL de RNAase A, o conteúdo então foi vortexado e incubado em temperatura 

ambiente por 2 minutos. Posteriormente, foi adicionado 200 µL 

PurelinkGenomicLysis/ Binding Buffer, essa mistura foi então vortexada para uma 

melhor homogeneidade. Em seguida, foi incubada à 55 oC durante 10 minutos para 

promover a digestão das proteínas.  Após esse procedimento, foi adicionado ao 

lisado 200 µL de etanol 96-100% e a solução foi homogeneizada. O conteúdo foi 

transferido para a coluna de centrifugação e centrifugado a 10000x(g) durante 1 

minuto em temperatura ambiente. Em seguida foi substituído o tubo de coletor antigo 

por um tubo coletornovo, posteriormente o tampão de lavagem 1 foi adicionado ao 

tubo de coleta e este centrifugado 10000x(g) durante 1 minuto, após o descarte tubo 

coletor, o material foi transferido para outro tubo coletor limpo, para adição do 
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tampão de lavagem 2, este foi centrifugado em velocidade máxima durante 3 

minutos. A seguir, a coluna de centrifugação foi inserida em um tubo de 

microcentrifuga de 1,5 ml estéril. Finalmente 200 µL do tampão de eluiçãoPurelink@ 

foi adicionado a coluna, o material ficou incubando em temperatura ambiente 

durante 1 minuto, seguido de uma centrifugação em velocidade máxima durante um 

minuto. Ao final do processo o DNA ficou contido tubo de microcentrifuga de 1,5 ml 

estéril.   

 

3.5.3. Genotipagem 

 

Após isolamento, a concentração de DNA foi determinada por meio do 

espectrofotômetro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). 

As genotipagens foram realizadas por meio de reação em cadeira da polimerase em 

tempo real (RT-PCR). A técnica de RT-PCR é muito sensível e permite a detecção, 

ciclo a ciclo, com elevada sensibilidade e especificidade da intensidade de 

fluorescência emitida em decorrência da amplificação da sequência de DNA-alvo, 

possibilitando a análise comparativa da expressão de tal gene entre as amostras 

logo no início da fase exponencial de amplificação, em que não há saturação da 

amplificação. Isto acontece porque, à medida que a enzima Taq polimerase replica o 

DNA a cada ciclo da reação de PCR, também é liberado um fluoróforo que emite 

fluorescência. A quantificação da fluorescência emitida indica o número exato de 

cópias de DNA presentes inicialmente. A quantificação absoluta do DNA de uma 

amostra é feita com o uso de uma curva padrão, obtida com amplificação de 

quantidades conhecidas do mesmo DNA. Os ensaios de genotipagem de SNP 

contém a sonda VIC® marcada com corante e a sonda FAM™ marcada com 

corante. As sondas TaqMan ® incorporam a tecnologia MGB, onde a sonda VIC® 

detecta o Alelo 1 e a sonda FAM ™ detecta o alelo 2. A sequência de nucleotídeos 

que rodeia o local SNP é chamada de sequência de contexto, onde (Alelo 1 = 

corante VIC® / Alelo 2 = corante FAM ™). Se a seqüência de contexto é...XXXX [A / 

B] XXXX ...:(alelo A sempre é detectado pelo VIC®;  alelo B sempre é detectado 

pelo FAM™ (Figura 5). Procedimentos: As reações foram conduzidas em volumes 

de final de 20μl para cada paciente, contendo: 10 µLTaqMan® Genotyping Master 

Mix; 0,5 µL de sonda TaqMan® customizada para genotipagem de SNPs do Gene 

IGF-1 humano (SNP ID rs7975232. Cod. C_28977635_10 Sequência de contexto 
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VIC/FAM: 

(AAGGCACAGGAGCTCTCAGCTGGGC[A/C]CCTCACTGCTCAATCCCACCACCC

C) (Tabela 1); 5,5 µL de água deionizada livre de DNA/RNA e 4 µL da amostra de 

DNA de cada paciente, esses volumes foram distribuídos em placas de 96 poços 

MicroAmp® FastOptical 96-Well Reaction Plate, 0.1 mL (AppliedBiosystems, EUA) 

em duplicata. A amplificação foi realizada utilizando o Fast Real-Time PCR System 

7500 com o software SDS 2.2 incorporado para genotipagem de SNP 

(AppliedBiosystems, EUA), seguido as seguintes etapas: 1- Pré PCR, com duração 

de 1 minuto a 60º, 2-  Pré -incubação da mistura de reação a 95 ° C durante 10 

min,3- termociclagem a 95 °C por 15s e 60°C por 60s por 40 ciclos, 4- Pós-PCR, 

com duração de 1 minuto a 60°C. Os dados de fluorescência foram capturados 

durante 40 ciclos da reação. O controle de qualidade da RT-PCR foi realizado por 

seleção aleatória de 20% do total de amostras para re-genotipados por um técnico 

independente. 

 

Figura 5: The TaqMan® SNP Genotyping Assay. 

 

 

 
Fonte: Life Tecnologies. 
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Tabela 1. Códigos de identificação do gene e SNPs usados nos ensaios TaqMan® 

 

Código do Gene 

VDR 
(ApaI) rs7975232 

Sequência 

VIC/FAM 

AAGGCACAGGAGCTCTCAGCTGGGC[A/C]CCTCACTGCTCAAT

CCCACCACCCC 

Fonte: Life Technologies. 

 

3.5.4. Método Estatístico 

  

 O teste Qui-quadrado foi utilizado para determinar se as distribuições 

genotípicas estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg. As frequências genotípicas 

observadas nas mulheres com câncer de mama foram comparadas com as 

mulheres do grupo controle usando o teste exato de Fisher. O Razão de Odds (OR) 

e o intervalo de confiança (IC) de 95% foram calculados utilizando o teste exato de 

Fisher pelas baixas frequências nas linhas. A significância estatística foi estabelecida 

em p < 0,05.  

 

3.6. Aspectos Legais e Éticos 

  

 O estudo foi encaminhado ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Universidade Federal do Piauí obedecendo a resolução 466/2012 do Conselho 

Nacional de Saúde, sendo aprovado com o númeroCertificado de Apresentação para 

Apreciação Ética(CAAE) (Anexo A) 43447015.8.0000.5214 Todas as pacientes 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apêndice A), 

concordando com os termos da pesquisa. 
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4. RESULTADOS 
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 O estudo incluiu 140 mulheres, 70 casos e 70 controles, com média de idade 

e desvio padrão de 49,1±11,1 anos para os casos e 45,4±12,8para os controles 

(p=0,100) (Tabela 2). As Frequências genotípicas da varianteApaI(rs7975232) do 

gene VDR estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg. A frequência do genótipo aa 

foi de 16 (22,8%) mulheres nos casos e de 10 (14,3%) controles (p=0,133), ao passo 

que a frequência do genótipo Aa foi de 31 (44,4%) mulheres caso e 30 (42,9%) 

controle (p=0,051) (Tabela 3).  

 Após estratificação por status menopausal, as mulheres em pré-menopausa,a 

frequência genotípica não foi estatisticamente significante, o genótipo aa esteve 

presente em 7 (10%) dos casos e em 6 (5,2%) do grupo controle (p=0,744).Já, para 

o genótipo Aa foi observadoem 16 (22,9%) casos e 23 (32,9%)controles (p=0,526) 

Contudo, foi observada diferença estatisticamente significante entre o genótipo Aa 

nas mulheres pós-menopáusicas, onde o grupo caso apresentou 15 (21,4%) e o 

grupo controle com 7 (10%) mulheres (OR = 3,980; IC= 1,102;14,373; p= 

0,035).(Tabelas 4).   
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Tabela 2. Características das pacientes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: própria 

  

 Características Casos Controles p 

n 70 70 

 Idade média (SD) 49,1 (±11,1) 45,4 (±12,8) 0,1000 

Pré-menopausa 39 46 0,3634 

Pós-menopausa 31 24 0,0831 
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Tabela 3. Distribuição alélica do SNPApaI(rs7975232) do gene VDR nas pacientes 

dos grupos caso e controle. 

 

 

Genótipo Caso (%) Controle (%) OR (95% IC) p 

aa 16 (22,8) 10 (14,3) 2,087 (0,800; 5,444) 0,133 

Aa 31 (44,4) 30 (42,9) 1,344 (0,996; 4,372) 0,051 

AA 23 (32,8) 30 (42,9) 1 - 

Alelo a  63 (45,0) 50 (37,7)   

Alelo A  77  (55,0) 90 (62,3)   

Fonte: própria 

Não houve diferença estatisticamente significante entre os genótipos do SNP (rs7975232) dos grupos 
caso e controle (p>0,05). Não houve Razão Odds (OR) significantemente maior entre os grupos. 
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Tabela 4. Genotipagem do SNP ApaI (rs7975232) do gene VDR nas pacientes na pré-

menopausa e na pós-menopausa. 

 

 

Fonte: própria 

*p< 0,05 

Não houve diferença estatisticamente significante entre os genótipos dos SNP rs7975232 dos grupos 
caso e controle nas mulheresem pré-menopausa (p >0,05).Nas mulheres em pós-menopausa foi 
observadouma associação do genótipo Aa e o câncer de mama (p=0,035) e Razão de Odds(OR) 
significantemente maior entre os grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genótipo Caso(%) Controle(%) OR (95% IC) p 

Pré-menopausa 39 (55,7) 46 (65,7)   

aa 7 (10) 6 (8,6) 1,240 (0,342;4,487) 0,744 

Aa 16 (22,9) 23 (32,9) 0,739 (0,290;1,882) 0,526 

AA 16 (22,9) 17 (24,3)  1 -  

Pós-menopausa 31 (44,3) 24 (34,3)  

aa 9 (12,9) 4 (5,7) 4,179 (0,938;18,612) 0,061 

Aa 15 (21,4) 7 (10) 3,980 (1,102;14,373) 0,035* 

AA 7 (10) 13 (18,6)  1 -  
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5. DISCUSSÃO 
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A população brasileira é caracterizada por uma significativa diversidade 

genética que é o resultado de uma rica miscigenação racial, principalmente de 

descendentes de Europeus, Africanos e populações nativas. Por conseguinte, a 

distribuição de variantes genômicas na população brasileira em geral não mostra um 

padrão consistente, como é observado em outros países cujas populações são 

predominantemente caucasianas, Africanas, ou asiáticas (QIAN et al., 2008; 

BARMANIA; POTGIETER; PEPPER, 2013; ZWOLIŃSKA et al., 2013). Portanto, a 

população de cada estado brasileiro deve ser estudada para esclarecer a 

distribuição de polimorfismos genéticos que são relevantes dentro do contexto da 

saúde pública.  

No presente estudo foi avaliado o polimorfismo ApaI do gene VDR em 

mulheres com câncer de mama atendidas em serviços de referência do Estado do 

Piauí, Nordeste do Brasil. Os polimorfismos do gene VDR tem sido relacionado a 

alterações no metabolismo da vitamina D, bem como um maior risco e agressividade 

de câncer mamário (KÖSTNER et al., 2015). 

 O VDR mede principalmente as atividades anticancerígenas de vitamina D 

(SILLANPAA et al., 2004; YANG et al., 2012; DALESSANDRI et al., 2012; 

CHAKRABORTY et al., 2009). Alguns estudos investigaram a associação entre o 

polimorfismo ApaI do gene VDR e o câncer de mama, mas os resultados não foram 

conclusivos (LUO et al., 2014). Até onde investigamos, há uma escassez de estudos 

do polimorfismo do gene VDR na população brasileira, em particular a variante ApaI 

(rs7975232) em relação ao câncer de mama.  

Os resultados do presente estudo mostraramque apenas o genótipo 

heterozigoto (Aa) foi associado com um maior risco para o câncer de mama em 

mulheres na pós-menopausa em comparação com o grupo controle pós-

menopausa. Todavia, não foram observadas qualquerassociação significante entre 

os genótipos dos grupos caso e controle, assim como não foiobservada associação 

do polimorfismo nas mulheres na pré-menopausa quando comparadas com os 

respectivos controles. 

 O alelo a do polimorfismo ApaI foi encontrado em maior número nos casos 

(63) quando comparados com o grupo controle (50), e, apesar desta diferença não 

ter sido estatisticamente significante, outros estudos mostram a maior presença do 

alelo recessivo nas mulheres com câncer de mama.  

 Em um estudo conduzido por Curran et al. (1999)que investigaramo mesmo 
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polimorfismo e o risco para o câncer de mama em 135 casos e 110 

controles,observou-se que os genótipos Aa e aa foram significativamente 

associados ao aumento do risco de câncer de mama. Assim como Reimers et al. 

(2015), que encontraram uma associação do polimorfismo ApaI e o aumento do 

risco para o câncer de mama nos genótipos Aa e aa. 

 Já, Abd-Elsalam et al. (2015)encontraram em mulheres egípcias (130 casos e 

100 controles),um aumento significativo do risco de câncer de mama entre as 

mulheres portadoras de genótipo aa em comparação com mulheres portadoras de 

genótipo AA, enquanto que nenhum risco significativo foi observado entre mulheres 

portadoras de genótipo Aa em comparação com aquelas portadoras de genótipo AA. 

 Por outro lado, resultados conflitantes foram relatados em um estudo 

taiwanês com 46 casos e 169 controles, onde foiobservado uma tendência para o 

risco de câncer de mama para as mulheres com o genótipo AA, enquanto o genótipo 

Aa tendeu a ser associado a um risco reduzido, assim como o genótipo aa (HOU et 

al., 2002).  

 Além disso, um estudo finlandêsconduzido com 483 casos e 482 controles, 

observouum menor risco de câncer de mama nas mulheres com o genótipo aa 

quando comparado com o genótipo AA.As mulheres com o alelo a apresentaram 

menor risco de câncer de mama em relação ao genótipo AA, essa associação foi 

mais forte nas mulheresque apresentaram história familiar de câncer de mama 

(SILLANPÄÄ et al., 2004). 

Estudos mostram que características menstruais e reprodutivas, são 

relevantes para o risco de câncer de mama ao longo da vida (TRENTHAM-DIETZ et 

al., 2015; LUBIN et al., 1982; PATHAK et al., 1986).No presente estudo foi 

observado que nas mulheres com genótipo Aa em pós-menopausa apresentaram 

3,9 vezes mais chances de ter câncer de mama quando comparadas com o grupo 

controle, caracterizando um maior riscoao desenvolvimento do câncer de mama em 

mulheres com o genótipo Aa na pós-menopausa.Contrariandoalguns estudos que 

sugerem uma relação inversa entre pós-menopausa e câncer de mama (NEWCOMB 

et al., 1999). 

Um estudo com 928 casos e 843 controles, composto de afro-americanas e 

americanas de origem europeia, encontrou um aumento do risco para a câncer de 

mama nas americanas de origem europeia que apresentavam genótipo homozigoto 

recessivo (aa), contudo essa associação foi limitada às mulheres em pós-
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menopausa (YAO et al. 2012). 

Já, uma meta-análise que incluiu 11 estudos caso-controle com um total 

de3.738 casos e 4.489 controles, forneceram uma avaliação mais precisa sobre a 

associação entre o polimorfismo ApaI do gene VDR e o câncer de mama.Onde não 

foi encontrada associação entre o câncer de mama entre o alelo a (aa e Aa) e Alelo 

A (ZHANG; SONG, 2014). Assim como em outra meta-análise com 12 estudos com 

um total de 8.254 sujeitos, não encontraram associação do alelo a vs. A com o 

câncer de mama (LUO et al., 2014). 

Embora os resultados do presente estudo não tenham mostrado uma maior 

associação entre a variante polimórfica ApaI (rs7975232) com o câncer de mama em 

mulheres pré-menopáusicas, alguns autores sugerem uma associação de outras 

variantes polimórficas como fatores de risco para câncer de mama, 

poisconcentrações séricas significativamente menores da vitamina D foi observada 

nas pacientes com câncer de mama quando comparada ao grupo controle 

(NEMENQUANI et al., 2015). 

Além disso, as variantes polimórficas do VDR podem afetar a concentração 

séricas da vitamina D, pois o VDR está possivelmente envolvido na regulação do 

feedback negativo da síntese de 1,25 (OH) 2D mediada pela 1α-hidroxilase, que é a 

enzima que converte 25(OH)D para 1,25(OH)2D ativo (TAKEYAMA et al., 1997). 

 Dados contraditórios nos estudos de associação podem ser resultados de 

diversos fatores dentre os quais podem ser citados a etnicidade, diferentes padrões 

de exposição a carcinógenos, combinações de variantes de susceptibilidade ou o 

número de pacientes investigados (BATAR et al., 2009). 

 Por fim, algumas limitações que devem ser levadas em consideração no 

presente estudo. Em primeiro lugar, são necessários estudos com maior 

dimensionamento amostral, devido nossa rica miscigenação racial. Além disso, 

outros fatores como os níveis de circulação e ingestão da vitamina D, estágio da 

doença e expressão do gene VDR, o que pode modificar a associação entre o 

polimorfismo ApaI do gene VDR e o câncer de mama.   
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Os achadosdo presente estudo sugerem que o genótipo Aa do polimorfismo 

ApaI (rs7975232) do gene VDR está associado a uma maior susceptibilidade ao 

câncer de mama nas mulheres na pós-menopausa. Entretanto, a mesma 

susceptibilidade não foi observada entre as mulheres no geral e na pré-menopausa. 
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ANEXO A- Parecer de aprovação do Comitê de Ética em ExperimentaçãoAnimal da 

Universidade Federal do Piauí. 
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ANEXO B- Comprovante de submissão do Artigo Científico da Dissertação como requisito 

para defesa, na Revista da Associação Médica Brasileira. 

 

 


