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Resumo

As enzimas do sistema da glutationa S-transferase (GST) mediam a exposigdo a
agentes citotoxicos e genotdxicos e parecem compromissadas com a susceptibilidade
ao cancer. Os genes GSTM7 e GSTT1 apresentam um genétipo variante, a delegéo
homozigotica, no qual o gene inteiro esta ausente. A associagdo dos genétipos do GST
com o risco de ocorréncia do cancer colorretal (CC) ndo estd completamente
esclarecida. Por outro lado, uma maior frequéncia do polimorfismo D104N do gene
COL18A1, um inibidor da angiogénese, foi observada em pacientes com
adenocarcinoma prostatico, quando comparados a individuos normais, sugerindo que
sua presenca possa influenciar o desenvolvimento de tumores sdélidos dependentes da
angiogénese, como o CC. Neste estudo, nos testamos se a delegdo homozigética do
genes GSTM7 e GSTT1 e o polimorfismo D104N alteram o risco de adenocarcinoma
colorretal esporadico (ACE). Para cumprir tais objetivos, o DNA gendémico de 102
pacientes com ACE e 300 controles foi analisado por meio da reagdo em cadeia da
polimerase e digestdo enzimatica. As frequéncias da delecdo dos genes GSTM7
(49,9%) e GSTT1 (16,6%) em pacientes foram similares aquelas observadas em
controles (44,6 e 17,3%, respectivamente). Nao foram também observadas diferencas
significativas entre as frequéncias da delecdo combinada dos genes em pacientes e
controles (8,8% vs 8,0%). A observacao de riscos de 1,03 (IC 95%: 0,96-1,10) e 1,08
(IC 95%: 0,99-1,18) associados com as delegdes isoladas dos genes GSTMT e GSTT1,
respectivamente (P=0,45 e P=0,08), e de 1,18 (IC 95%: 0,47-2,90) associado com a
delegdo combinada dos genes (P=0,74), sugere que a auséncia hereditaria desta via de
detoxificagdo de carcinogenos ndo teve importancia na determinacédo do ACE em
nossos casos. Ainda, as frequéncias do polimorfismo D104N foram similares em
pacientes e controles (15,7% e 14,0%, respectivamente; P=0,80). O risco de 0,98
(IC 95%: 0,89-1,08), associado com este polimorfismo do gene COL18A1, sugere que
ele também néo influenciou a susceptibilidade ao ACE em nossos casos. Entretanto, a
delegdo do gene GSTT7 foi mais comum em pacientes com idade menor do que 60
anos, quando comparados aqueles com idade maior do que 60 anos (28,8% vs 4,0%,
respectivamente; P=0,001), sugerindo que este gendtipo possa ter influenciado a idade

de manifestagdo da doenga em nossa amostra.
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Summary

It has been postulated that the glutathione S-transferase (GST) enzymes mediate the
exposure to cytotoxic and genotoxic agents and may be involved in susceptibility to
cancer. Both GST mu 1 (GSTM7) and GST theta 1 (GSTT7) genes have a null variant
allele, in which the entire gene is absent. The association of the GST null genotype and
the risk of developing colorectal cancer (CC) is not yet fully clarified. On the other hand,
higher frequency of the polymorphism D104N of the gene COL718A7, um inhibitor of
angiogenesis, was seen in prostatic adenocarcinoma in comparison with controls,
suggesting that the gene abnormality may influence the developing of solid tumours
dependent of angiogenesis, such as CC. In this study, we tested whether the null
genotypes for GSTM7 and GSTT7 genes and D104N mutation altered the risk for the
sporadic colorectal adenocarcinoma (SCA). For this purpose, genomic DNA from 102
SCA patients and 300 controls were analysed by polymerase chain reaction and
restriction digestion. The frequencies of GSTM7 (49.9%) and GSTT7 (16.6%) null
genotypes in patients were similar to those observed in controls (44.6 and 17.3%,
respectively). No significant differences in the null combined genotype frequencies were
also found between patients and controls (8.8% vs 8.0%). The observation of a 1.03
(95%CI: 0.96-1.10) and 1.08-fold (95%CI: 0.99-1.18) risk associated with the GSTM1
and GSTT1 null genotypes, respectively (P=0.45 and P=0.08) and a 1.18-fold (95%CI:
0.47-2.90) risk associated with the combined null genotype (P=0.74), suggests that the
inherited absence of this carcinogen detoxification pathway was an unimportant
determinant of the SCA in our cases. In addition, the frequencies of D104N
polymorphism were also similar in patients and controls (15.7% and 14.0%, respectively;
P=0.80). A 0.98-fold (95%CI: 0.89-1.08) risk associated with this COL78A7 gene
polymorphism suggests that it did not influence the susceptibility for SCA in our cases.
However, GSTT1 null genotype was more common in patients who were diagnosed
before the age of 60 years than in those who were diagnosed at an older age (28.8% vs
4.0%, respectively, P=0.001), suggesting that this genotype could had influenced the

age of onset of the disease in our cases.
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Introducdo

1. Consideragoes gerais

Acredita-se que o céncer humano ocorra devido a anormalidades que conferem,
a algumas células, vantagens que s&o transmitidas as células filhas, dando origem a um
clone celular que escapa aos controles de crescimento e diferenciagdo (NAMBA et al.,
1990). Embora cerca de 350 bilhdes de células se dividam no organismo adulto normal
todos os dias, o aparecimento de um tumor é relativamente raro, devido aos
mecanismos fisioldgicos de reparo do acido desoxirribonucléico dos nucleos celulares
(WARD, 1997).

O cancer colorretal (CC) € um dos principais problemas de salde do mundo
ocidental. Constitui a maior causa de 6bito atribuida a neoplasia, apés os canceres de
pulmao e de mama (WINAWER & SHERLOCK, 1983; HOULSTON & TOMLINSON,
2001).

A incidéncia do CC nos Estados Unidos da Ameérica (EUA) foi de cerca de 50
caso0s/100.000 habitantes/ano (SCHOTTENFELD, 1995). As incidéncias do CC para
populagdes negroides e caucasoéides da Africa do Sul foram de 2,2 casos/100.000
habitantes por ano e 18,7 casos/100.000 habitantes/ano, respectivamente (SEGAL et
al., 2000). Ja a incidéncia do CC na cidade de Campinas, segundo dados fornecidos
pelo Registro de Cancer de Base Populacional de Campinas, para o periodo de 1991 a
1995, foi de 25,2 casos/100.000 habitantes/ano.

Em nosso conhecimento, ndo ha dados atualizados sobre as incidéncias da
doenca nos referidos paises.

2. Aspectos clinicos

O CC usualmente se apresenta como um conjunto de sinais e sintomas que
incluem a anemia, a dor abdominal, a perda de peso, o sangramento retal e as
modificagdes do habito intestinal, como a diarréia e a constipagdo (WAYE, 1980).

Acomete predominantemente individuos apos os 40 anos de idade, sendo que
90% dos casos ocorre naqueles com idade maior ou igual a 50 anos (PETERS et al.,
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Introducdo

1989; SCHOTTENFELD, 1995). O risco para o desenvolvimento do CC aumenta
bruscamente a partir dos 50 anos, duplicando a cada década e atingindo o seu maximo
entre os 75 e os 80 anos (WINAWER et al., 1985). A idade média de ocorréncia da
doenga, observada em pacientes do hemisfério norte, foi de 60 anos (KATOH et al,
1996; GERTIG et al., 1998).

O céncer de colon acomete de forma similar individuos do sexo masculino e do
feminino. Ja no cancer de reto, os individuos do sexo masculino sdo mais acometidos
do que os do sexo feminino, guardando entre si uma relagdo de 1,5:1,0 (WINAWER et
al., 1985).

Dois principais sistemas de estadiamento do tumor sé&o utilizados para a
determinagdo do prognodstico e da terapéutica adequada a ser administrada a cada
paciente, o TNM e o Astler-Coller (FIELDING, 1995).

O sistema TNM considera a extensao do acometimento do tumor na parede do
colon e em tecidos e 6rgaos adjacentes (T), a identificagédo da presenga ou da auséncia
de metastases para linfonodos (N) e a identificacédo da presenca ou da auséncia de
metastases em o6rgdos a distadncia (M). Cinco grupos de pacientes podem ser
identificados por este sistema (estadios O, I, Il, Il e IV) (ZINKIN, 1983; FIELDING,
1995), sendo que as maiores probabilidades de sobrevivéncia sao observadas naqueles
com os estadios O e | e a menor probabilidade de sobrevivéncia naqueles com o estadio
IV da doencga (ZINKIN, 1983; FIELDING, 1995). O sistema de Astler-Coller considera os
mesmos parametros do sistema TNM (ASTLER & COLLER, 1954; ZINKIN, 1981;
FIELDING, 1995).

A despeito dos avancos terapéuticos, apenas cerca de 50% dos pacientes
com CC sobrevive por periodo de cinco anos (BEGG, 1995; COHEN, 1995;
HERRERO-JIMENEZ et al., 2000). Como as sobrevivéncias mais longas sdo
observadas, em geral, em pacientes com doenga localizada, o interesse atual esta
direcionado para os protocolos de detec¢cdo precoce do cancer. Entretanto, a baixa
aderéncia dos pacientes aos exames solicitados e os custos elevados dos mesmos

impdem a identificacdo de grupos de alto risco para o desenvolvimento do tumor. Para
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Introducdo

estes pacientes, € recomendada a realizagé@o rotineira dos exames de identificagdo
precoce da doenga, como a colonoscopia e 0 enema opaco.

3. Aspectos genéticos e ambientais

O CC pode ser determinado por fatores genéticos e ambientais (CUNHA, 1980;
HARNDEN, 1995; SHIKE, 1995; KINZLER & VOGELSTEIN, 1996; HOULSTON &
TOMLINSON, 2001).

3.1. Aspectos genéticos

Anormalidades em oncogenes ou genes supressores tumorais (FEARON et al.,
1987; FINLEY et al.,, 1989; VOGELSTEIN et al., 1989; MELHAM et al., 1992;
SIDRANSKY et al., 1992; GUILLEM et al., 1995), a instabilidade de microsatélites
(IONQV et al., 1993; GUILLEM et al., 1995) e a desregulagdo de sinais das vias de
transducgédo (GUILLEM et al., 1995) parecem estar definitivamente associadas a doenga.

Anormalidades génicas de alta penetrancia, particularmente as mutagées nos
genes adenomatosis polyposis coli (APC), mut L homolog 1, colon cancer, nonpolyposis
type 2 (MLH1) e mut S homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 2 (MSH2), foram
descritas em pacientes com CC familiar (BURT et al., 1990; BURT & GRODEN, 1993;
PELTOMAK et al., 1993; BURT, 1995; HOULSTON & TOMLINSON, 2001). MutagGes
em oncogenes, como O Harvey ras (H-ras) e no gene supressor tumoral P53 e
polimorfismos de genes associados com o0 metabolismo de carcindbgenos, como o
N-acetil transferase 1 (NAT1), N-acetil transferase 2 (NAT2), glutationa S-transferase
mu 1 (GSTM1) e glutationa S-transferase theta 1 (GSTT7), foram também descritos
neste tipo de cancer, mas de forma menos consistente (HOULSTON & TOMLINSON,
2001).

Entretanto, ndo foi ainda identificado um marcador génico especifico em
pacientes com o CC esporadico (CCE).

18



Introducio

3.1.1. Sistema da glutationa S-transferase

As glutationa S-transferases (GSTs) constituem uma familia de enzimas
detoxificantes, que fazem parte do mecanismo de protecdo contra a carcinogénese
quimica (KETTERER, 1988; HAYES & PULFORD, 1995; CHEN et al., 1996:
SLATTERY et al., 2000; COTTON et al., 2000).

Estas enzimas catalisam a conjugagdo de moléculas eletrofilicas de
carcinégenos a glutationa reduzindo-os, quase sempre, a produtos menos toxicos
(CLAPPER et al., 1991; MOORGHEN et al., 1991; HAYES & PULFORD, 1995; CHEN
et al., 1996; ZHANG et al., 1999).

As concentragbes das GSTs sédo reguladas por elementos da dieta, pelo habito
de fumar e por variantes hereditarias dos genes que as codificam (SLATTERY et al.,
2000).

Alguns vegetais cruciferos, como o brdcolis e a couve de bruxelas (LIN et al.,
1998), e o café (SLATTERY et al., 2000) foram descritos como indutores da produgéo
das GSTs ou ativadores destas enzimas. Os isotiocianatos e indois de vegetais
cruciferos, hipoteticamente reduzem o risco de ocorréncia do cancer atribuido a
exposi¢ao a carcinégenos por meio da ativagdo das GSTs. Entretanto, a associagéo
entre o padrdo de ingestdo de vegetais cruciferos e o risco de ocorréncia do CC é
inconsistente (COTTON, et al., 2000; SLATTERY et al., 2000). Dois palmitatos
encontrados nos gréos de café foram descritos como responsaveis pela associagéo
inversa observada entre o alto consumo de café e a baixa incidéncia do CC, embora os
mecanismos desta associagdo ainda ndo tenham sido esclarecidos (SLATTERY et al.,
2000).

O tabagismo também foi descrito como um indutor da produgdo das GSTs
(SLATTERY et al., 2000). Este poderia constituir o seu efeito benéfico, pois altos niveis
de GSTs parecem necessarios para fumantes, para a detoxificagdo dos carcinégenos
provenientes do cigarro (SLATTERY et al., 2000).

Cinco classes de genes codificadores destas proteinas foram identificados em
humanos: alpha, mu, pi, sigma e theta (HAYES & PULFORD, 1995).
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Introducdo

O gene GSTM1, da classe mu, compreende 5,9 kb de DNA gendmico, contem 8
éxons e esta localizado no brago curto do cromossomo 1, na regido 1p13. Ja o gene
GSTT1, da classe theta, compreende 7,6 kb de DNA gendmico, contém cinco éxons e
esta localizado no brago longo do cromossomo 22, na regiao 22q11.

Os genes GSTM1 e GSTT1 séo polimorficos em humanos (SMITH et al., 1995) e
estdo ausentes ou deletados de forma homozigética em 40-50% e 16-24% das
diferentes populagbes étnicas, respectivamente (SEIDGARD et al., 1988; PEMBLE et
al., 1994; WARWICK et al., 1994; HAYES & PULFORD, 1995; NELSON et al. , 1995;
ARRUDA et al., 1998).

Assim, hipoteticamente, individuos com a delecdo homozigética destes genes
parecem mais susceptiveis ao desenvolvimento de doengas atribuidas a exposi¢éo a
carcinogenos.

Os resultados de estudos epidemiol6égicos previos indicaram a associagao da
delegcdo homozigética do gene GSTM71 ao aumento do risco de CC (ZHONG et al.,
1993; KATOH et al., 1996) mas, ndo houve associag¢ao significativa deste gendtipo com
a doenca em outros estudos (CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al., 1996;
BUTLER et al., 1997; GERTIG et al., 1998; LEE et al., 1998; SLATTERY et al., 1998,
ZHANG et al., 1999; SLATTERY et al., 2000; BUTLER et al., 2001; LOKTIONOV et al.,
2001; SAADAT & SAADAT, 2001).

A delecdo homozigética do gene GSTT1 foi associada ao aumento significativo
do risco de CC em trés estudos (DEAKIN et al., 1996; BUTLER et al., 1997; ZHANG et
al., 1999) mas, nenhuma associagao significativa deste genotipo com a doenga foi
obtida em outros estudos (CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; KATOH et al., 1996;
GERTIG et al., 1998; LEE et al., 1998; BUTLER et al., 2001; LOKTIONOV et al., 2001;
SAADAT & SAADAT, 2001).

Ainda, resultados discordantes foram observados na avaliagdo das associagoes
das delecbes homozigdticas dos genes GSTMT1 e GSTT71 com variaveis
clinico-patolégicas em pacientes com CCE, como a idade de manifestagcdo da doenca
(CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al., 1996; GUO et al., 1996; GERTIG et
al., 1998; SLATTERY et al., 1998; ZHANG et al., 1999; LOKTIONOV et al., 2001), o
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sexo (CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al., 1996; SLATTERY et al., 1998,
ZHANG et al., 1999; SLATTERY et al., 2000; LOKTIONOV et al., 2001), o tabagismo
(KATOH et al., 1996; GERTIG et al., 1998; SLATTERY et al., 1998; LOKTIONOV et al.,
2001), a localizagdo do tumor (ZHONG et al., 1993; KATOH et al., 1996; CHENEVIX-
TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al., 1996; GUO et al., 1996; GERTIG et al., 1998; LEE
et al., 1998: SLATTERY et al., 1998; ZHANG et al., 1999; LOKTIONQV et al., 2001), a
extensdo de acometimento do tumor (CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al.,
1996; ZHANG et al., 1999; LOKTIONOV et al., 2001) e o grau de diferenciagéo do
tumor (KATOH et al., 1996; CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al., 1996; LEE
et al., 1998; ZHANG et al., 1999).

Em resumo, os papéis desempenhados pelas delegbes homozigdticas dos genes
GSTM1 e GSTT1 no risco de ocorréncia do CC e suas associagbes com aspectos
clinicos dos pacientes e anatomo-patolégicos do tumor nédo estdo suficientemente
estabelecidos (HENGSTLER et al., 1998; COTTON et al., 2000).

3.1.2. Endostatina

A angiogénese, definida como a formagéo de novos vasos sangiineos a partir de
um endotélio pré-existente, & considerada um passo fundamental para a progressao e o
desenvolvimento de metastases de tumores solidos (FOLKMAN, 1990; HANABAN &
FOLKMAN, 1996; SASAKI et al., 1998, FELDMAN et al., 2001b), incluindo o CC
(PAPAMICHAEL, 2001; SOKMEN et al., 2001).

O fendmeno é mediado por uma ampla gama de moléculas estimulatorias e
inibitorias.

O fator tissular e o fator de crescimento do endotélio vascular foram descritos
como importantes estimuladores da angiogénese em CC (FURUDOI et al., 2002;
NAKASAKI et al., 2002).

Ja a interleucina 2 (BRIVIO et al., 2002), a trombospondina 2 (TOMII et al.,
2002), os inibidores da enzima ciclo-oxigenase (MASFERRER, 2001; STACK &
DUBOIS, 2001), o TNP-470 (ODA et al., 2001), o interferon alfa (OZAWA et al., 2001) e
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a endostatina (YOON et al., 1999; FELDMAN et al., 2001a) foram descritos como
inibidores da angiogénese na doencga.

Duas evidéncias indicaram que a endostatina parece agir como um inibidor do
desenvolvimento de tumores sodlidos. Inicialmente, foi observada a regressdo de
tumores de mama, de rim e de préstata em camundongos, quando o aumento das
concentragdes séricas da endostatina foi induzido de forma experimental (YOON et al.,
1999; YOKOYAMA et al., 2000; PERLETTI et al. 2000; SCAPPATICCI et al., 2000;
IUGHETTI et al., 2001). Uma outra evidéncia resultou da avaliagdo de pacientes com a
sindrome de Down, os quais apresentaram uma incidéncia expressivamente menor de
tumores solidos e concentragdes séricas de endostatina significativamente maiores do
que as observadas em individuos normais da populagdo geral (HASLE et al., 2000).
Estes resultados indicaram que as concentragbes aumentadas da endostatina parecem
determinar menor susceptibilidade a tumores sélidos e ainda, a regressao dos mesmos.

Entretanto, concentragbes séricas maiores da endostatina foram descritas por
FELDMAN et al. (2001a) em pacientes com CC e metastases hepaticas, quando
comparados a controles. Os autores observaram que as concentragbes séricas da
proteina diminuiram apods a ressecgao dos tumores e aumentaram durante as recidivas
da doenca, sugerindo que ela fosse induzida pelo proprio tumor. Entretanto, a
casuistica considerada neste estudo isolado e a amplitude das variagbes das
concentragbes séricas da proteina observadas em controles indicaram que este
resultado necessita confirmagé&o por estudos adicionais.

Assim, o papel da endostatina na susceptibilidade e na progressdo de tumores
solidos em humanos € desconhecido. Nao esta claro se ela representa parte de um
mecanismo de protegdo do hospedeiro contra o crescimento do tumor ou se resulta
simplesmente da agdo de proteases compromissadas com sua produgdo, por ele
secretadas.

A endostatina € constituida por um fragmento de 20 kD, produto da clivagem do
dominio carboxi-terminal do colageno XVIII (NC1) (O'REILLY et al., 1997; SASAKI et
al.,, 1998; DHANABAL et al., 1999; DIXELIUS et al., 2000). O colageno XVIIl, por sua
vez, € produzido principalmente por hepatécitos, por acdo do gene COL78A1. Este
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gene compreende aproximadamente 58,6 kb de DNA gendmico, contém 43 éxons e
esta localizado no brago longo do cromossomo 21, na regido 21q22.3.

Recentemente, como resultado de uma analise sistematica do gene COL18A1,
foi identificado um polimorfismo, o D104N, localizado no éxon 42 do gene, a regido
codificadora da endostatina (VISAKORPI, 1999). IUGHETTI et al. (2001) descreveram a
associagdo deste polimorfismo com um risco expressivamente maior de ocorréncia do
adenocarcinoma de prostata. Observaram ainda, que as concentragdes séricas da
endostatina em pacientes com o cancer e controles foram similares e postularam que
anormalidades funcionais da proteina poderiam estar presentes.

Em nosso conhecimento, ndo ha estudos sobre a influéncia do polimorfismo
D104N do gene COL78A1 na susceptibilidade ao CC, ou avaliagbes sobre as
associagdes deste gendtipo com aspectos clinicos e anatomo-patologicos do tumor em

pacientes com a doenga.

3.2. Aspectos ambientais

Alguns fatores ambientais parecem agir como carcindogenos diretamente ou
aumentar as frequéncias de mutagdes somaticas, predispondo ou determinando o
aparecimento da neoplasia (HARNDEN, 1995; HILL, 1995; SCHOTTENFELD, 1995;
SHIKE, 1995). Embora, o CC nao seja visto como uma doenga ocupacional, o aumento
de sua ocorréncia foi observado em trabalhadores expostos a metais, plasticos, fibras
de vidro e solventes (SCHOTTENFELD et al., 1980; SWANSON et al., 1985), sugerindo
que a exposigdo a estes agentes possa influenciar a origem da doenca.

Por outro lado, existe uma associagéo Obvia entre o padrdo da dieta e o CC,
ainda que ndo tenha sido identificado um carcinégeno especifico que justifique
completamente esta relagdo (TROCK et al., 1990; WILLETT et al., 1990; SHIKE, 1995).
E possivel que os proprios alimentos constituam uma fonte de substratos que possa ser
metabolizada por bactérias do célon, a substancias carcinogénicas ou mutagénicas
(ARIES et al., 1969; HILL et al., 1975; HILL, 1989; HILL, 1995) ou ainda, que possa ser

ativada a substancias carcinogénicas ou mutagénicas, por enzimas presentes na
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mucosa coldénica (DE WAZIERS et al.,, 1991). Dentre estes substratos estdo os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, como o benzopireno, produzidos, entre outras
formas, pela exposicdo de carnes a temperaturas de pirdlise durante o cozimento
(SCHIFFMAN, 1990; GERHARDSSON, 1991). Estes podem causar danos ao DNA de
células do c6lon humano (ALEXANDROV et al., 1996) e sdo metabolizados pelas GSTs
(HAYES & PULFORD, 1995).

Outro importante responsavel pela exposicdo ambiental aos hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos é o cigarro (ALEXANDROV et al., 1996; COTTON, et al., 2000),
que parece estar associado ao aumento do risco de CC, apdés um periodo de inducao
relativamente longo (KNEKT et al.,, 1998) ou de numero consideravel de cigarros
consumidos por dia (SLATTERY et al., 1998).

Até o momento, ndo foram observadas associagbes consistentes entre o padréo
da dieta e o tabagismo e as delegbes homozigodticas dos genes GSTM7 e GSTT1 na
susceptibilidade ao CC (SLATTERY et al., 1998; COTTON, et al., 2000).

Vale comentar que a origem étnica da populacdao brasileira é altamente
heterogénea, composta por indigenas e imigrantes da Europa, Africa e Asia (ARRUDA
et al.,, 1998; ALVES-SILVA et al.,, 2000; CARVALHO-SILVA et al.,, 2001), e que os
estudos sobre a influéncia dos polimorfismos dos genes GSTM7 e GSTT1 no risco de
ocorréncia do CC foram realizados apenas em populagdes caucasoides e asiaticas.

Vale ainda comentar que as neoplasias constituem a segunda causa de obito na
regido sudeste do Brasil (DUNCAN et al., 1992) e que doengas relacionadas a
exposicdo ocupacional a agentes quimicos foram descritas em pacientes desta area, de
forma aparentemente mais freqliente do que em outras areas brasileiras (LORAND
et al., 1984; AUGUSTO et al., 1987; RUIZ et al., 1994; QUEIROZ et al., 1997).

Frente ao exposto, nos pareceu interessante a avaliagdo da influéncia dos
polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 do sistema da glutationa S-transferase e do
polimorfismo D104N do gene COL78A7 no risco de ocorréncia do CC, em uma
populagdo mista, aparentemente mais exposta a carcinbgenos e com incidéncia

elevada de neoplasias.
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Objetivos

Foram avaliados um grupo de pacientes portadores de adenocarcinoma
colorretal esporadico (ACE) e um grupo de individuos normais, que serviram como

controles, tendo como objetivos:

. Determinar as frequéncias de ocorréncia das delegées homozigéticas dos genes
GSTM1 e GSTT1 do sistema da glutationa S-transferase em cada grupo de
individuos,

. Verificar se as delegbes homozigéticas dos genes GSTM71 e GSTT1
influenciaram o risco de ocorréncia do ACE,

. Verificar se as delegdes homozigoticas dos genes GSTM7T e GSTT1 estiveram
associadas a idade, ao sexo, a raga, ao habito de fumar e a localizagéo, ao

estadio e ao grau de diferenciagdo do tumor de pacientes com ACE,

. Determinar as frequéncias de ocorréncia do polimorfismo D104N do gene

COL18A1 em cada grupo de individuos,
. Verificar se o polimorfismo D104N influenciou o risco de ocorréncia do ACE e,
. Verificar se o polimorfismo D104N esteve associado a idade, ao sexo, a raga, ao

habito de fumar e a localizagéo, ao estadio e ao grau de diferenciagéo do tumor

de pacientes com ACE.
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Casuistica e Métodos

Foram estudados todos os pacientes com ACE atendidos, por ocasido do
diagnéstico ou durante o seguimento clinico, no ambulatério de Proctologia, do
Departamento de Cirurgia da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, no periodo
de 18 de agosto de 1999 a 10 de agosto de 2001. Foram excluidos da casuistica os
pacientes que apresentaram polipose familiar, sindrome de Lynch, doengas
inflamatoérias intestinais, antecedente familiar de CC e aqueles que ndo aceitaram
participar do estudo proposto.

Foi também estudado um grupo controle, constituido por doadores de sangue
atendidos no Hemocentro da UNICAMP, com idade entre 50 e 60 anos, que nao
referiram perda de peso, sintomas gastro-intestinais ou antecedente familiar de CC, e
que ndo apresentaram doengas consideradas pré-neoplasicas, como polipose familiar,
sindrome de Lynch e doengas inflamatodrias intestinais.

1. Avaliagao clinica

Os dados relativos a identificagdo, a idade, ao sexo, a raga e 0s exames
laboratoriais necessarios ao diagnostico, a determinagéo do tipo histoldgico, do grau de
diferenciagéo e do estadio do tumor, foram obtidos dos prontuéarios de cada paciente.

Foram considerados tabagistas os pacientes que mantiveram o habito de fumar
até o momento do diagnéstico do ACE ou que pararam de fumar menos de cinco anos
antes. Foram considerados néo tabagistas aqueles que nunca fumaram e ex-tabagistas
aqueles que mantiveram o héabito de fumar até, no maximo, cinco anos antes do
diagnostico do ACE, de acordo com o proposto por FREEDMAN et al. (1996).

O diagndstico do ACE foi realizado em cortes histologicos de fragmentos do
tumor incluidos em parafina e corados por hematoxilina e eosina e a classificagédo do
grau de diferenciagdo do tumor foi realizada de acordo com os critérios propostos por
BRODERS (1925).

Foi considerada a localizagdo do tumor descrita no exame anatomo-patologico

da pecga cirtrgica. Foram considerados como proximais os tumores localizados em
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colons ascendente, transverso ou descendente, e como distais os localizados em
sigmdide ou reto.

O estadiamento do tumor foi realizado com base nos resultados obtidos do
exame histolégico da pega cirargica, da ultra-sonografia e da tomografia
computadorizada do abdome e pelve, do raio X de tdérax e dos achados
intra-operatérios, de acordo com o proposto por ZINKIN (1983) e ASTLER & COLLER
(1954) para os sistemas TNM (Figura 1, Tabela 1, Tabela 2) e Astler-Coller (Tabela 3),
respectivamente.
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Tis Mucosa

Muscular da mucosa

T “afids  Submucosa
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Figura1. Possibilidades da extensdo de acometimento do cancer colorretal em

parede do colon e 6rgaos ou tecidos adjacentes
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Tabela1. Critérios de classificagdo do sistema de estadiamento TNM para o céncer

colorretal
Tx Informagoes insuficientes para a avaliagdo do tumor primario
pTo Nenhuma evidéncia de tumor primario
pTis Carcinoma in situ
pT; ~ Tumor se estende até a submucosa
pT> Tumor se estende até a muscular propria
pTs Tumor ultrapassa a muscular prépria até a subserosa ou

tecidos pericélicos ndo peritoniais ou perirretais
pTs Tumor se estende diretamente até outros 6rgaos ou tecidos,

ou perfura o peritdneo visceral

N, Informagdes insuficientes para a avaliagdo de linfonodos
regionais

pNo Linfonodos sem metastases

pN; Metastases em 1 a 3 linfonodos pericolicos ou perirretais

pN, Metastases em 4 ou mais linfonodos pericolicos ou perirretais

pNs Metastase em qualquer linfonodo ao longo do cursc de um

tronco vascular principal

My Informagdes insuficientes para a avaliagado de metastases
distantes

Mo Sem metastases distantes

M Metastase distante presente
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Tabela2. Grupos de estadiamento e caracteristicas TNM do cancer colorretal

Estadio Caédigo
Estadio O pliss pNo, Mo
Estadio | pT1,pNo, Mo
p12,pNo, Mo
Estadio Il o 13, pNo, Mo
pT4,pNo, Mo
Estadio Il qualquer T Ny, Mg

qualquer T Nz, Mo
qualquer T N3, Mg
Estadio IV qualquer T qualquer N, M,

Tabela 3. Critérios de classificagdo do sistema de estadiamento de Astler-Coller do

cancer colorretal

Estadio Invasao

A Tumor confinado a mucosa

B1 NZo ultrapassa a muscular propria; sem metastases em
linfonodos

B2 Ultrapassa a muscular propria; sem metastases em linfonodos

C1 Nao ultrapassa a muscular propria; presenca de metastases em
linfonodos

C2 Ultrapassa a muscular propria; presenca de metastases em
linfonodos
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Os pacientes foram distribuidos de acordo com a idade, o sexo, a raga, o habito
de fumar, a localizagdo do tumor, os estadios TNM e Astler Coller e o grau de
diferenciagao do tumor.

Os dados relativos a identificagdo, a idade, ao sexo, a raga e a histéria clinica e
familiar foram obtidos por interrogatorio especifico em controles. Estes, foram
distribuidos de acordo com a idade, o sexo e a raga.

2. Analise molecular dos genes GSTM1, GSTT1 e COL18A1
2.1. Extracao do DNA a partir dos leucécitos

O DNA gendmico foi obtido de amostras de sangue periférico dos pacientes
com ACE e dos individuos controle, por extragdo com o reagente DNAzol™
(Life Technologies) até outubro de 2000 e com o kit para purificagdo GFX Genomic
Blood DNA™ (Amersham Pharmacia Biotech) a partir desta data, seguindo as

especificagdes técnicas dos referidos laboratorios.
2.2. ldentificagdo dos polimorfismos dos genes GSTM7 e GSTT1 do GST

Os éxons 4 e 5 do gene GSTM1 e o éxon 4 e o intron 4 e do gene GSTT17 foram
amplificados por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Um fragmento do
gene da globina beta, incluindo o éxon 3 e a sequéncia dos introns 2 e 3, foi amplificado
na mesma reagao e serviu como controle da amostra de DNA (SAIKI et al., 1988). O
multiplex-PCR foi realizado com a utilizagdo de uma mistura de 10 mM de Tris—HCL, pH
8,4, 3,0 mM de MgCl2, 50 mM de KCI, 0,4 mM de cada nucleosideo trifosfato, 2,0 uL de
DNA gendémico de cada individuo e 400 ng de cada iniciador (COMSTOCK et al., 1990;
PEMBLE et al., 1994). A reagdo compreendeu 35 ciclos de incubagdo a 95°C
(1 minuto), a 62°C (1 minuto) e a 72°C (1 minuto). Fragmentos de 273 pb, 480 pb e
630 pb foram obtidos com a amplificagdo das regides especificadas para os genes
GSTM1, GSTT1 e globina beta, respectivamente. A presenga ou a delegéo
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homozigética dos genes GSTM1 e GSTT1 foram analisadas por eletroforese em gel de
agarose a 2,0%. Os genétipos foram avaliados apenas quando foi identificada uma
banda correspondente a amplificagéo do fragmento do gene da globina beta.

Os pacientes e controles foram distribuidos de acordo com os polimorfismos dos
genes GSTM1 e GSTT1. Os polimorfismos dos genes GSTM7 e GSTT71 foram
avaliados em pacientes estratificados de acordo com a idade (menor do que 60 anos,
maior ou igual a 60 anos), o sexo (masculino, feminino), a raga (caucasoide, negroide),
o habito de fumar (tabagista, ndo tabagista, ex-tabagista), a localizagdo (proximal e
distal), a extensdo de acometimento (estadios TNM e Astler Coller) e o grau de
diferenciagdo do tumor (bem e moderadamente diferenciado, pouco diferenciado). Os
polimorfismos dos genes GSTM7 e GSTT7 foram também avaliados em controles

estratificados por sexo (masculino, feminino) e raga (caucasoide, negroide).

2.3. Identificagdo do polimorfismo D104N do gene COL718A1

O éxon 42 do gene COL78A1 foi amplificado por meio da PCR. A PCR foi
realizada com a utilizagdo de uma mistura de 10 mM de Tris—HCL, pH 8,4, 3,0 mM de
MgCl2, 50 mM de KCI, 0,2 mM de cada nucleosideo trifosfato e 400 ng de cada
iniciador (IUGHETTI et al., 2001). A reagdo compreendeu 32 ciclos de incubagdo a
94°C (40 segundos), a 61°C (40 segundos) e a 72°C (1,5 minuto).

A presenca ou a auséncia do polimorfismo D104N foi avaliada por meio da
digestao enzimatica dos fragmentos amplificados. Esta foi realizada com a utilizagéo de
uma mistura de 10 pL do produto da PCR, 3,0 pL de H;O estéril, 1,5 pL de tampéao e
0,5 pL da enzima Mse | (Life Technologies). Em seguida, a mistura foi colocada em
banho-maria, a 37°C, por 5 horas. A presenga ou a auséncia do polimorfismo foi
analisada por eletroforese em gel de agarose a 3,0%.

Fragmentos de 169 pb foram obtidos dos alelos sem o polimorfismo. Ja os alelos
com o polimorfismo D104N foram caracterizados por fragmentos de 101 e 68 pb.

As freqiiéncias do polimorfismo D104N foram avaliadas em pacientes e

controles. Foram também avaliadas em pacientes estratificados de acordo com a idade
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(menor do que 60 anos, maior ou igual a 60 anos), o sexo (masculino, feminino), a
raca (caucasoide, negroide), o habito de fumar (tabagista, ndo tabagista, ex tabagista),
a localizagdo (proximal, distal), a extensdo de acometimento (estadios TNM e
Astler-Coller) e o grau de diferenciagdo do tumor (bem e moderadamente diferenciado,
pouco diferenciado). As freqiéncias do polimorfismo D104N foram também avaliadas
em controles estratificados por sexo (masculino, feminino) e raga (caucasoide,
negroéide).

Foi considerado como polimorfismo génico a anormalidade identificada com
frequéncia maior do que 1,0% nas amostras avaliadas (COTTON & SCRIVER, 1998).

3. Aspectos éticos

O estudo molecular foi realizado em amostras de sangue periférico obtidas por
ocasido da puncdo venosa realizada para a coleta de exames necessarios ao
diagnéstico ou acompanhamento clinico dos pacientes, e de uma Unica pun¢ao venosa
em controles.

O raio X de térax, a ultra-sonografia e a tomografia computadorizada do abdome
e pelve foram exames realizados de rotina para o estadiamento da doenga e para as
determinagdes do prognostico e da terapéutica a ser administrada. Nenhum material
adicional foi coletado dos pacientes ou controles.

Os procedimentos foram realizados apos a obtencdo das cartas de
consentimento pos informagdo, assinadas por pacientes e controles que aceitaram
participar do estudo (Anexos 1 e 2), e apés a aprovacdo do Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (Processo n° 116/99).
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4. Analise estatistica

O significado estatistico das diferengas entre grupos foi calculado por meio do
teste da probabilidade exata de Fisher ou do teste do Qui-quadrado.

As determinacgbes dos riscos de ocorréncia do ACE, a que os pacientes e
controles foram submetidos, foram obtidas por meio das razdes das chances (ORs) e
foram calculadas considerando um intervalo de confianga de 95%.

Os valores das ORs foram corrigidos por meio de modelos de regressao logistica
multivariada, tendo como variavel dependente o grupo (pacientes e controles) e como
variaveis independentes a idade, o sexo e os gendtipos GST e COL78AT.

O teste de verificagédo do Equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado com o intuito
de verificar se houve distribuicdo preferencial de algum dos gendtipos avaliados do
gene COL18A1 no grupo de pacientes e controles utilizado no estudo (BEIGUELMAN,
1995).

Todas as analises foram realizadas com a utilizagdo do programa estatistico SAS
System for Windows (Statistical Analysis System), versédo 8.1 (FLEISS, 1981; AGRESTI
& FINLAY, 1986).
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1. Aspectos clinicos

As distribuigdes individualizadas dos pacientes incluidos no estudo, de acordo
com os aspectos clinicos e anatomo-patolégicos do tumor, estdo apresentadas nos
Anexos 3 e 4, respectivamente.

As caracteristicas clinicas dos 102 pacientes com ACE incluidos no estudo est&o
apresentadas na Tabela 4.

Tabela4. Distribuigbes dos 102 pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico

de acordo com a idade, o sexo, a raga e o habito de fumar

Variaveis Numero de pacientes (%)

|dade (anos)

<60 52 (51,0)

> 60 50 (49,0)
Sexo

Masculino 55 (53,9)

Feminino 47 (46,1)
Raca

Caucasoide 90 (88.3)

Negréide 10 (9,8)

Asiatica 2(1,9)
Habito de fumar

Tabagista 32 (31,4)

NZo tabagista 10 (9,8)

Ex-tabagista 60 (58,8)

Os pacientes apresentaram a idade entre 24 e 83 anos (médiatDP: 58,9+13,6
anos; mediana: 59,0 anos). Cerca de metade da casuistica foi constituida por pacientes
com idade menor do que 60 anos. Ainda, 25,5% da casuistica foi constituida por

pacientes com idade menor do que 50 anos.
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A distribuigdo dos pacientes por sexo mostrou um discreto predominio da doenga
em pacientes do sexo masculino em relagdo aos do feminino, guardando uma relagéo
entre side 1,2:1.

Ja as distribuicbes dos pacientes por raga e habito de fumar mostrou que a
doenga ocorreu predominantemente em caucasoéides e em tabagistas e ex-tabagistas.

As distribuigbes dos 102 pacientes com ACE incluidos no estudo, de acordo com

os aspectos anatomo-patoldgicos do tumor, estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Distribuicdes dos 102 pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico

de acordo com a localizagéo, o estadio e a diferencia¢ao do tumor

Variaveis Namero de pacientes (%)

Localizagéo do tumor

Proximal 31(30,4)
Distal 68 (66,7)
Mais de uma 3(2,9)
Estadio TNM
I 16 (15,7)
Il 31 (304)
] 25 (24,5)
v 23 (225)
Nao identificado 71(6,9)

Estadio Astler-Coller

B1 17 (16,7)
B2 37 (36,3)
C1 7(6,9)

c2 30 (29,4)
Nao identificado 11 (10,7)

Diferenciagao do tumor

Bem diferenciado 26 (25,5)
Moderadamente diferenciado 63 (61,8)
Pouco diferenciado 12 (11,8)
Nao identificada 1(0,9)
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A distribuicdo dos pacientes por localizagdo do tumor mostrou que cerca de dois
tercos da amostra ocorreu em localizagao distal no cdlon.

As distribuicbes dos pacientes por estadios dos sistemas TNM e Astler-Cooler
mostraram que cerca de metade do numero deles apresentou a doenga em estadios
avangados (Ill e IV, C1 e C2, respectivamente). Os estadiamentos do tumor ndo foram
realizados em alguns pacientes devido a falta de dados relativos a extensdo e ao
acometimento de linfonodos ou érgdos a ele adjacentes ou distantes.

Ja a distribuicdo por tipo histolégico do tumor mostrou que em apenas 11,8% da
amostra ele foi pouco diferenciado.

As distribuicdes individualizadas dos 300 controles, de acordo com os aspectos
clinicos, estdo apresentadas no Anexo 6.

A idade destes individuos variou entre 50 e 60 anos (médiaxDP: 53,9+2,9 anos;
mediana: 53,0 anos). Cento e noventa e sete foram do sexo masculino e 103 do sexo
feminino (relagdo: 1,9:1,0). Duzentos e cinglienta e nove foram caucasoides (86,4%), 40

negroéides (13,3%) e um asiatico (0,3%).

2. Analise molecular dos genes GSTM7 e GSTT1

2.1. Polimorfismos génicos em pacientes e controles

As distribuicdes individualizadas dos 102 pacientes e dos 300 controles, de
acordo com os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1, estdo apresentadas nos

Anexos 5 e 6, respectivamente.
As frequéncias dos polimorfismos dos genes GSTMT e GSTT1 em pacientes e

controles estdo apresentadas na Tabela 6.
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Tabela6. Freqiéncia dos polimorfismos dos genes GSTM17 e GSTT1 em pacientes

com adenocarcinoma colorretal esporadico e em controles

GSTM1 GSTT1 GSTM1/T1
Presente Deletado Presente Deletado Ambos Um Ambos
n (%) n (%) n (%) n (%) presentes deletado deletados
n (%) n (%) n (%)
Casos 52 50 85 17 44 49 g
(50,1) (49,9) (83,4) (16.,6) (43,2) (48,0) (8,8)
Controles 166 134 248 52 138 138 24
(55,4) (44.6) (82,7) (17,3) (46,0) (46,0) (8,0)
OR 1,00 1,19 1,00 0,95 1,00 1,11 1,18
(IC 95%) (ref) (0,74-1,91) (ref)  (0,50-1,80) (ref) (0,69-1,78)  (0,51-2,72)
OR* 1,00 1,03 1,00 1,08 1,00 1,11 1,18
(IC 95%) (ref) (0,96-1,10) (ref) (0,99-1,18) (ref) (0,68-1,83) (0,47-2,90)
P 0,45 0,88 0,74 0,87

n: nimero de casos; OR: razdo das chances; *: OR ajustada por idade e sexo

N3o foram observadas diferencas significativas entre as frequéncias das delegoes
homozigbticas isoladas ou combinada dos genes GSTM1 e GSTT1 em pacientes com
ACE e controles.

Os riscos de ocorréncia do ACE associados as delegGes isoladas ou combinadas
dos genes GSTM1 e GSTT1 variaram entre 1,03 e 1,18.

Os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 de alguns pacientes com ACE

incluidos no estudo estdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2.

Multiplex-PCR para a identificagdo dos hapldtipos dos genes GSTM1 e
GSTT1 do sistema da glutationa S-transferase, em pacientes com
adenocarcinoma colorretal esporadico, em gel de agarose a 2,0%. O
fragmento de 630 pb representa um fragmento do gene da globina beta,
utilizado para o controle da amostra de DNA. Fragmentos de 480 pb e 273
pb correspondem a presenca dos alelos GSTT1 e GSTM1, respectivamente.
O marcador do tamanho do DNA, ladder 100pb, esta apresentado na coluna
1. O resultado obtido em 1 individuo com delegdo combinada dos genes
GSTM1 e GSTT1 esta apresentado na coluna 2. Os resultados obtidos em
individuos com a presenca dos alelos GSTM1 e GSTTT estao apresentados
nas colunas 3, 5 e 6 e o obtido em 1 individuo com dele¢do homozigética do
gene GSTT1 esta apresentado na coluna 4. Os resultados obtidos de
individuos com delegao homozigética do gene GSTM1 estéo apresentados

nas colunas 7 e 8

UNICAMP
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2.2. Polimorfismos génicos em pacientes estratificados por aspectos
clinicos

As freqliéncias das delegbes homozigoéticas dos genes GSTM7 e GSTT1 em

pacientes estratificados por aspectos clinicos estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela7. Freqgiéncias das delegdes homozigoticas dos genes GSTM7 e GSTT1 em

pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico estratificados por
aspectos clinicos

GSTM1 GSTT1 GSTM1/T1
n
Deletado Deletado Um deletado Ambos
n (%) n (%) n (%) deletados
n (%)
Idade 102
<60 52 25 (48,0) 15 (28,8)° 24 (46,1) 8 (15,4)
>60 50 25 (50,0) 2 (4,0 25 (50,0) 1(2,0)
Sexo 102
Masculino 55 30 (54,5) 9 (16,3) 27 (49,0) 6(10,9)
Feminino 47 20 (42.,5) 8 (17,0) 22 (46,8) 3(6.4)
Raca 100*
Caucasoide 90 43 (47.,8) 17 (18,9) 42 (46,7) 9 (10,0)
Negroide 10 6 (60,0) 0(0,0) 6 (60,0) 0 (0,0)
Tabagismo 102
Tabagista 32 13 (40,6) 7 (21,9) 14 (43,7) 3(9.4)
Nao 60 30 (50,0) 9(15,0) 29 (48,3) 5(8,3)
Ex 10 7 (70,0) 1(10,0) 6 (60,0) 1(10,0)

3 O numero total difere do total (102) incluido no estudo porque foram excluidos da

analise dois pacientes asiaticos, °: delegdo homozigética do gene GSTT1 em

pacientes com idade menor e maior ou igual a 60 anos, P=0,001.
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N&o foram observadas diferengas significativas entre as freqiiéncias das delegées
homozigéticas isoladas ou combinada dos genes GSTM71 e GSTT1 em pacientes com
ACE, em relagao ao sexo (P>0,22), a raga (P>0,52) e ao habito de fumar (P>0,26).

Frequéncia maior da delegdo do gene GSTT1 foi observada em pacientes com
idade menor do que 60 anos quando comparados aqueles com idade maior ou igual a
60 anos (28,8% vs 4,0%).

A freqliéncia da delecao do gene GSTT7 em pacientes com idade menor do que
60 anos tendeu a ser maior do que a observada em controles (28,8% vs 17,3%,
respectivamente; P=0,07; OR=1,97 1C95%: 0,95-4,05). Ja a frequéncia da dele¢cdo do
gene GSTT1 em pacientes com idade maior do que 60 anos foi menor do que a
observada em controles (4,0% vs 17,3%, respectivamente; P=0,03; OR=0,20 1C95%:
0,02-0,80).

2.3. Polimorfismos génicos em pacientes estratificados por aspectos

anatomo-patolégicos do tumor
As frequéncias das delegbes homozigéticas dos genes GSTM7 e GSTT1 em

pacientes com ACE, estratificados por aspectos anatomo-patolégicos do tumor, estao

apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8. Freqgliéncias das delegbes homozigéticas dos genes GSTMT e GSTT1 em
pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico estratificados por

aspectos anatomo-patolégicos do tumor

GSTM1 GSTT1 GSTM1/T1
n
Deletado Deletado Um deletado Ambos deletados
n (%) n (%) n (%) n (%)
Localizagao 99°
Proximal 31 13 (41,9) 4(12,9) 11 (35.5) 3(9,7)
Distal 68 36 (52,9) 13 (19,1) 37 (54,4) 6 (8,8)
TNM 94°
1+l 47 23 (48.9) 12 (25,5) 23 (48,9) 6{12,8)
H+1v 48 21 (43,7) 5(10,4) 20 (41,7) 3(6,2)
Astler-Coller 90°
B1+B2 54 26 (48,1) 12 (22,2) 26 (48,1) 6(11,1)
C1+C2 37 17 (45,9) 5(13.,5) 16 (43,2) 3(8,1)
Diferenciagao 101?
Bem+moderada 89 45 (50,5) 15 (16,8) 42 (47.2) 9(10,1)
Pouco 12 5(41,7) 2(16,7) 7 (58,3) 0(0,0)

2. O numero difere do total (102) incluido no estudo porque ndo nos foi possivel definir a

localizag&o, o estadio ou a diferenciagdo do tumor em alguns pacientes

Nzo foram observadas diferengas significativas entre as freqiéncias da delegdo
homozigética isolada ou combinada dos genes GSTM7 e GSTT1 em pacientes com
ACE estratificados pela localizagdgo (P>0,19), estadios TNM (P>0,05) e
Astler-Coller (P>0,29), ou o grau de diferenciagéo do tumor (P>0,47).
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3. Analise molecular do gene COL18A1

3.1. Polimorfismo D104N em pacientes e controles

As distribuigbes individualizadas dos 102 pacientes e dos 300 controles, de

acordo com o polimorfismo D104N, do gene COL78A1, estao apresentadas nos Anexos

5 e 6, respectivamente.

As amostras de pacientes e controles avaliadas para o polimorfismo D104N
estiveram no Equilibrio de Hardy-Weinberg (X? =0,064, P=0,80; X*=0,221, 0,50<P<0,70;

para heterozigotos).

As frequéncias do polimorfismo D104N do gene COL18A1 em pacientes e

controles estdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela9. Freqiiéncias do polimorfismo D104N do gene COL18A1 em pacientes com

adenocarcinoma colorretal esporadico e em controles

D104N
Presente em heterozigose Ausente
n (%) n (%)
Casos 16 86
(15,7 (84,3)
Controles 42 258
(14,0) (86,0)
OR (IC 95%) 1,00 1.14
(ref) (0,58-2,22)
OR*(IC 95%) 1,00 0,98
(ref) {0,89-1,08)
Valor de P 0,80

n: nimero de casos; OR: razdo das chances; *:
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Nido foram observadas diferencas significativas entre as frequéncias do

polimorfismo D104N em pacientes com ACE e controles.
O risco de ocorréncia do ACE associado ao polimorfismo génico foi de 0,98.
Os polimorfismos do gene COL18A1 em pacientes com ACE incluidos no estudo

estdo apresentados na Figura 2.
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Figura 3.
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Digestdo enzimatica para a identificagdo do polimorfismo D104N, do gene
COL18A1, em pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico, em gel
de poliacrilamida a 12%. O fragmento de 169 pb corresponde a auséncia do
polimorfismo D104N e os fragmentos de 101pb e 68 pb correspondem ao
alelo polimérfico D104N. Marcadores do tamanho do DNA, ®X e ladder 25
pb, estdo apresentados nas colunas 1 e 8, respectivamente. Os resultados
obtidos em individuos sem o polimorfismo D104N estao apresentados nas
colunas 2, 4, § e 7. Os resultados obtidos em individuos com a presenca do

polimorfismo D104N em heterozigose estao apresentados nas colunas 3 e 6
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3.2. Polimorfismo D104N em pacientes estratificados por aspectos

clinicos

As frequéncias do polimorfismo D104N em pacientes estratificados por aspectos
clinicos estédo apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10. Freqiiéncias do polimorfismo D104N, do gene COL78A17, em pacientes com

adenocarcinoma colorretal esporadico estratificados por aspectos clinicos

D104N
n
Presente Ausente
n (%) n (%)
Idade 102
<60 52 7 (6.8) 45 (44.2)
> 60 50 9 (8,8) 41 (40,2)
Sexo 102
Masculino 55 7(12,7) 48 (87,3)
Feminino 47 9(19,2) 38 (80,8)
Raca 100°
Caucasoide 90 15 (16,7) 75 (83,3)
Negroide 10 1(10,0) 9 (90,0
Tabagismo 102
Tabagista 32 3(9.4) 29 (90,6)
Nao 60 11 (18,3) 49 (81,7)
Ex 10 2 (20,0) 8 (80,0)

2. O numero difere do total (102) incluido no estudo porque foram excluidos da analise

dois pacientes asiaticos
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Ndo foram observadas diferengas significativas entre as frequéncias do
polimorfismo D104N em pacientes com ACE estratificados por idade (P=0,94), sexo
(P=0,53), raga (P=1,00) e habito de fumar (P=0,54).

3.3. Polimorfismo D104N em pacientes estratificados por aspectos

anatomo-patologicos do tumor

As frequéncias do polimorfismo D104N em pacientes estratificados por aspectos

anatomo-patologicos do tumor estdo apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 11. Frequéncias do polimorfismo D104N do gene COL78A7 em pacientes com
adenocarcinoma colorretal esporadico estratificados por aspectos

anatomo-patologicos do tumor

D104N
n
Presente Ausente
n (%) n (%)
Localizagao 99 ®
Proximal 31 5(16,1) 26 (83,9)
Distal 68 10 (14,7) 58 (85,3)
TNM 94°
1+l 47 9 (19,6) : 37 (80,4)
H+1V 48 7 (14,6) 41 (854)
Astler-Coller 90°
B1+B2 54 9 (17,0) 44 (83,0)
C1+C2 37 7 (18,9) 30 (81,1)
Diferenciagao 101°
Bem+moderada 89 14 (15,7) 75 (84,3)
Pouco 12 1(8,3) 11 (91,7)

2. O numero difere do total (102) incluido no estudo porque ndo nos foi possivel definir a

localizagao, o estadio ou a diferenciagao do tumor em alguns individuos

Nio foram observadas diferengas significativas entre as frequéncias do
polimorfismo D104N em pacientes com ACE estratificados pela localizagao (P=1,0),
estadios TNM (P=0,71) e Astler-Coller (P=0,96) ou o grau de diferenciacdo do tumor
(P=0,68).
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O CC é uma das neoplasias malignas mais estudadas nas Ultimas décadas,
devido a sua ocorréncia e a alta mortalidade a ele atribuida. Sendo assim, seu
comportamento biolégico estd entre os melhor estabelecidos dentre as neoplasias
malignas, em paises do hemisfério norte. Entretanto, varios de seus aspectos, como a
etiologia e a fisiopatologia, ainda estao por ser determinados com exatiddo, o que
justificou a realizagao deste estudo.

A incidéncia da doenga na cidade de Campinas foi de 25,2 casos/100.000
habitantes/ano, no periodo de 1991 a 1995. Incidéncia expressivamente maior da
doenca, 50 casos/100.000 habitantes/ano, foi descrita por SCHOTTENFELD (1995),
considerando os EUA. Ja a incidéncia da doenga na Africa do Sul foi expressivamente
menor do que a descrita em Campinas, para a populagao negroéide, 2,2 casos/100.000
habitantes/ano, mas, ndo para a populagdo caucaséide, 18,7 casos/100.000
habitantes/ano (SEGAL et al., 2000). Embora a incidéncia do CC parega menor na
cidade de Campinas, é possivel que seja semelhante a dos demais paises ocidentais e
que a falta de dados reais e atualizados resulte da falta de notificacdo dos casos
diagnosticados.

Quando os nossos pacientes com ACE foram distribuidos por idade, notamos
que a idade média, 59 anos, foi semelhante a observada em pacientes do hemisfério
norte, 60 anos (KATOH et al., 1996; GERTIG et al., 1998). Entretanto, vale comentar
que cerca de 25% dos pacientes da nossa amostra apresentou idade menor do que
50 anos, sendo que 90% dos casos da doenga, em paises desenvolvidos, ocorre em
individuos com idade maior ou igual a 50 anos (SCHOTTENFELD, 1995).

O controle da exposigdo ambiental de individuos a agentes quimicos ¢é
insatisfatorio no Brasil. Assim, a populagdo brasileira parece ser mais exposta a
pesticidas, herbicidas e ao benzeno do que as populagbes de paises desenvolvidos
(LORAND et al., 1984; SHIELDS et al., 1983; RUIZ et al., 1994; QUEIROZ et al., 1997).
Como estes fatores podem estar associados com a origem do CC (SCHOTTENFELD et
al., 1980; SWANSON et al., 1985), a ocorréncia da doenga em um contingente
significativo de pacientes mais jovens, ém nosso meio, pode ter resultado de uma maior

incidéncia do CC atribuido a exposigéo ocupacional, em individuos desta faixa etaria.
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Ainda, considerando a distribuicdo etaria da populagdo de Campinas no ano de
1995, de acordo com os dados fornecidos pelo Registro de Céancer de Base
Populacional de Campinas, cerca de 74.000 individuos apresentaram idade até cinco
anos enquanto que apenas 15.000 individuos apresentaram idade maior que 75 anos.
Assim, as diferentes composi¢des etarias das populagdes de paises desenvolvidos e
em desenvolvimento podem também constituir uma explicagdo plausivel para as
diferencas etarias observadas em pacientes dos diversos estudos.

Quando os nossos casos foram distribuidos por sexo, observamos um discreto
predominio da doenga em pacientes do sexo masculino, semelhante a outros relatos
(DEAKIN et al., 1996; GERTIG et al., 1998; COTTON et al., 2000).

A distribuigdo dos nossos casos por raga, mostrou que a doenga ocorreu
predominantemente em caucasoides, de forma semelhante as descrigdes obtidas em
paises desenvolvidos (GERTIG et al., 1998; SLATTERY et al., 1998; SLATTERY et al.,
2002; LIN et al., 1995). Também na Africa do Sul a incidéncia da doenga foi maior para
a populagéo caucasoéide do que para a negroide (SEGAL et al., 2000), sugerindo uma
influéncia da raca na incidéncia da doenga. Entretanto, a incidéncia do cancer de célon
em americanos de origem africana foi de 32,8 casos/100.000 habitantes/ano, uma das
maiores do mundo (SEGAL et al., 2000), sugerindo que o padrao da dieta parece mais
importante que o fator racial na origem da doenga. Ainda, 0os nossos resultados podem
ter refletido apenas a distribuigéo étnica da populagdo que procura assisténcia médica
no Hospital das Clinicas da UNICAMP (18,3% de negroides e 81,7% de n&o negroides,
em 212.226 pacientes atendidos no periodo de 1995 a 2000). Vale ainda comentar que
a populagdo brasileira é altamente heterogénea e composta predominantemente por
individuos miscigenados (ALVES-SILVA et al., 2001; CARVALHO-SILVA et al., 2001), o
que indica que os estudos que avaliam a raga, apenas por meio da observagao do
biétipo, como o nosso estudo, ndo s&o confiaveis.

Também observamos que a maioria dos nossos pacientes com ACE eram
tabagistas ou foram tabagistas no passado. A associagao entre tabagismo e o risco de
ocorréncia do CC foi observada, de forma consistente, em estudos controlados
conduzidos por HEINEMAN et al. (1995), ALEXANDROV et al. (1996), FREEDMAN et
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al. (1996) e TERRY et al. (2001). Também SLATTERY et al. (1998) observaram que
aqueles que fumaram mais que um mago por dia tiveram um risco do CC aumentado
em aproximadamente 40%, independentemente do “status” atual, numero de cigarros
fumados por dia, numero de magos fumados por ano e nimero de anos desde que
parou de fumar. Entretanto, nenhuma associagéo entre o tabagismo e o CC pdde ser
obtida em outros estudos (KNEKT et al., 1998; LOKTIONOV et al., 2001), o que indica
que esta associagdo ndo se encontra definitivamente estabelecida. Como nao
obtivemos informagdes relativas ao habito de fumar na populagéo brasileira ou em
controles do nosso estudo, podemos apenas sugerir que o cigarro possa ter contribuido
para a origem da doenga de nossos casos.

Observamos que cerca de 70% dos nossos pacientes apresentou tumores
distais. Tumores proximais, em colon ascendente, transverso e descendente,
e combinagdes de tumores proximais e distais foram identificados nos 30%
restantes. Freqliéncias similares de tumores proximais e distais, 38% e 62%,
respectivamente, foram descritas para a doenga em outros paises (ZHONG et al., 1993;
CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al., 1996; KATOH et al., 1996; GERTIG et
al., 1998: ZHANG et al., 1999; COTTON et al., 2000; LOKTIONOV et al., 2001).

Quando os nossos pacientes foram distribuidos de acordo com o estadio da
doenga, cerca de metade do numero deles a apresentou em suas formas mais
avangadas, de acordo com descrigoes prévias (DEAKIN et al., 1996; FREEDMAN et al.,
1996; ZHANG et al., 1999).

Também observamos que 88% dos tumores dos nossos pacientes foram
classificados como bem ou moderadamente diferenciados e apenas 12% como pouco
diferenciados. Freqiiéncias similares de tumores bem ou moderadamente diferenciados,
65 a 88%, e pouco diferenciados, 12 a 17%, foram descritas por ZHANG et al. (1999) e
LOKTIONOV et al. (2001), respectivamente.

Em seu conjunto, os resultados deste estudo indicam que os nossos pacientes
com ACE apresentaram caracteristicas clinicas e anatomo-patologicas do tumor
semelhantes as da doenga em paises desenvolvidos e portanto, constituiram um grupo

representativo da doenga, em nosso meio.

55



Discussdo

Quando os nossos controles foram distribuidos de acordo com os polimorfismos
dos genes GSTM1 e GSTT1, observamos que as freqiéncias das delegbes isoladas ou
combinada dos genes foram similares as obtidas de individuos normais, de varios
estados brasileiros ou apenas da regido de Campinas, avaliados anteriormente por
nosso grupo (ARRUDA et al., 1998; ARRUDA et al., 2000). Estes resultados indicam
que os nossos controles foram representativos da populagéo geral e particularmente
daquela que procura assisténcia médica em nossa regido. Observamos ainda, que as
frequiéncias das delegdes isoladas ou combinada dos genes GSTM1 e GSTT1, obtidas
em nosso estudo foram também similares as descritas para populagdes americanas e
européias (HAYES & PULFORD, 1995; COTTON et al., 2000) e para americanos de
origem mexicana ou africana (NELSON et al., 1995). Entretanto, estas freqliéncias
foram menores do que as descritas em paises asiaticos (NELSON et al., 1995; KATOH
et al., 1996), o que pode ser explicado pelo pequeno nimero de pacientes asiaticos
incluidos em nosso estudo. Assim, a heterogeneidade racial encontrada no Brasil
parece ndo ter influenciado, de forma significativa, as frequéncias destes genes em
nossa populagao.

Nos encontramos freqiiéncias similares da delecdo homozigdtica do gene
GSTM1 em pacientes com ACE e controles, de acordo com os estudos conduzidos na
Australia (CHENEVIX-TRENCH et al., 1995;BUTLER et al., 1997; BUTLER et al., 2001),
Europa (DEAKIN et al., 1996; ZHANG et al., 1999; LOKTIONOV et al., 2001), China
(LEE et al., 1998), América do Norte (GERTIG et al., 1998; SLATTERY et al., 1998;
SLATTERY et al., 2000) e Ird (SAADAT & SAADAT, 2001). Apenas ZHONG et al.
(1993) e KATOH et al. (1996) encontraram um significante excesso da delecéo
homozigética do gene GSTM1 em pacientes com CC, quando comparados a controles,
em populagbes inglesa e japonesa, respectivamente. Ambos observaram que os
pacientes com CC e a delegdo homozigética do gene, incluidos em suas casuisticas,
estiveram sob risco duas vezes maior de apresentar a doenga do que aqueles sem a
delecéo génica.

Em relagdo ao gene GSTT7, nenhuma associagao com o CC foi aparente em
nosso estudo ou em outros realizados na Australia (CHENEVIX-TRENCH et al., 1995;
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BUTLER et al., 2001), Europa (LOKTIONOV et al., 2001), Japdo (KATOH et al., 1996),
China (LEE et al., 1998), América do Norte (GERTIG et al., 1998) e Ird (SAADAT &
SAADAT, 2001). Entretanto, as frequéncias da delegdo homozigotica do gene foram
expressivamente maiores em pacientes do que em controles, nos estudos conduzidos
por DEAKIN et al. (1996), BUTLER et al. (1997) e ZHANG et al. (1999), em pacientes
ingleses, australianos e suecos, respectivamente.

Nos também observamos freqiéncias similares das delegbes combinada dos
genes GSTM1 e GSTT1 em nossos pacientes e controles, de acordo com descrigdes
prévias (DEAKIN et al., 1996; GERTIG et al., 1998; ZHANG et al., 1999).

Nés examinamos as associagdes dos polimorfismos do gene GSTM7? com
algumas variaveis clinicas, em pacientes com CC. N&do encontramos diferengas nas
frequéncias de delegdo homozigética deste gene em pacientes estratificados por idade
(menor do que 60 anos, maior ou igual a 60 anos), sexo (masculino, feminino), origem
étnica (caucasoides, negroides) e habito de fumar (tabagistas, ndo tabagistas,
ex-tabagistas).

Esses resultados foram sustentados por outros estudos, nos quais foram obtidas
freqliéncias similares da delegdo homozigética do gene GSTM17, em pacientes com CC
estratificados por idade (CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al., 1996;
GERTIG et al., 1998; SLATTERY et al., 1998; ZHANG et al., 1999; LOKTIONOV et al.,
2001) e sexo (CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al., 1996; GERTIG et al.,
1998:; LEE et al., 1998; SLATTERY et al., 1998; LOKTIONOV et al., 2001). Ainda, pouca
ou nenhuma evidéncia da interagdo entre o gendtipo GSTM1, exposigdo ao cigarro e
CC foi encontrada por KATOH et al. (1996), GERTIG et al. (1998), SLATTERY et al.
(1998) e LOKTIONOV et al. (2001).

Nés também examinamos as associagdes dos polimorfismos do gene GSTM1
com algumas variaveis anatomo-patologicas do tumor, em pacientes com CC e tambeém
ndo encontramos diferengas nas frequéncias de delegdo homozigética do gene em
pacientes estratificados pela localizacdo do tumor (proximal, distal), estadio (TNM: I+,
II+lV; Astler-Coller: B1+B2, C1+C2) e o grau de diferenciagdo do tumor

(bem+moderado, pouco diferenciado).
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Resultados similares foram previamente observados em pacientes com CC,
estratificados pela localizagdo do tumor (CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et
al., 1996; GERTIG et al., 1998; LEE et al., 1998; SLATTERY et al., 1998; LOKTIONOV
et al., 2001), estadio do tumor (CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al., 1996;
ZHANG et al., 1999; LOKTIONOV et al.,, 2001) e o grau de diferenciagdo do tumor
(CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al., 1996; KATOH et al., 1996; ZHANG et
al., 1999). Em contraste, ZHONG et al. (1993) observaram que mais de 70% dos
pacientes com CC, com tumor no célon proximal, avaliados em seu estudo apresentou
a delecdo homozigotica do gene GSTM1, enquanto que KATOH et al. (1996) e ZHANG
et al. (1999) descreveram frequéncia aumentada da delecdo homozigoética do gene em
pacientes com tumores distais. Além disso, a dele¢do homozigética do gene GSTMT foi
mais comum em tumores pouco diferenciados, no estudo conduzido por LEE et al.
(1998), mas nenhuma associagdo do gendtipo do gene com o grau de diferenciagao do
tumor foi encontrada em outros estudos (CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et
al., 1996; KATOH et al., 1996; ZHANG et al., 1999).

Nés também examinamos as associagées dos polimorfismos do gene GSTT1
com algumas variaveis clinicas, em pacientes com CC e nao encontramos diferengas
entre as frequiéncias da dele¢cdo homozigética do gene em pacientes estratificados por
sexo (masculino, feminino), origem étnica (caucasoides, negroides) e habito de fumar
(tabagista, ndo tabagistas, ex-tabagistas).

Entretanto, freqiiéncia significativamente maior da delegdo homozigdtica do gene
GSTT1, foi observada em pacientes com ACE e idade menor do que 60 anos, quando
comparados aqueles com idade maior ou igual a 60 anos (28,8% vs 4,0%,
respectivamente).

A frequéncia da dele¢do homozigética do gene GSTT1, em pacientes com ACE e
idade menor do que 60 anos (28,8%), foi também maior do que a observada para os
controles (17,3%). Os primeiros estiveram expostos a um risco duas vezes maior de
ocorréncia da doenga do aqueles com a presenga do gene. Entretanto, como a analise

estatistica destes resultados indicou apenas uma tendéncia a significancia (P=0,07),
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podemos apenas sugerir que este gendtipo possa ter influenciado a idade de
manifestagcdo da doenga em nossos casos.

Por outro lado, a freqiiéncia da delegdo homozigética do gene GSTT1, em
pacientes com ACE e idade maior ou igual a 60 anos (4,0%), foi expressivamente
menor do que a observada para os controles (17,3%). A ocorréncia de obito por outras
doengas associadas a este sistema de metabolizagdo de carcinégenos, em individuos
com a delecdo homozigética do gene desta faixa etaria, parece constituir uma
explicagéo plausivel para este resultado.

Resultados semelhantes foram obtidos por CHENEVIX-TRENCH et al. (1995), na
avaliagdo de pacientes com CC e idade menor e maior ou igual a 70 anos. Entretanto,
nenhuma associagéo significativa péde ser observada entre o gendtipo GSTT1 e a
idade dos pacientes com CC, nos estudos conduzidos por DEAKIN et al. (1996),
GERTIG et al. (1998) e LOKTIONOV et al. (2001). Além disso, ZHANG et al. (1999)
descreveram maior frequiéncia da delegdo homozigética do gene em pacientes com CC
e idade maior do que 70 anos, quando comparados a pacientes mais jovens.
Em nosso conhecimento, ndo ha estudos apontando diferengas nas freqiiéncias da
delegdo do gene GSTT7 em pacientes com CC estratificados por sexo
(CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al., 1996; ZHANG et al.,, 1999,
LOKTIONOV et al., 2001). Ainda, KATOH et al. (1996), GERTIG et al. (1998), e
LOKTIONOV et al. (2001) descreveram que o habito de fumar nao teve efeito sobre o
risco associado de CC em pacientes com a delegdo homozigética do gene GSTT1.

No6s também examinamos as associagdes dos polimorfismos do gene GSTTT1
com algumas variaveis anatomo-patologicas do tumor, em pacientes com CC e nao
observamos diferencas significativas nas freqiiéncias da delecéo homozigotica do gene
em pacientes estratificados pela localizagdo, estadio e o grau de diferenciacao do
tumor.

Nenhuma associagdo significativa entre o gendtipo do gene GSTTT e a
localizagao do tumor (CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al., 1996; GERTIG
et al., 1998: LEE et al., 1998; ZHANG et al., 1999, LOKTIONOV et al., 2001), o estadio
do tumor (CHENEVIX-TRENCH et al., 1995; DEAKIN et al., 1996; ZHANG et al., 1998,
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LOKTIONOV et al., 2001) e o grau de diferenciagdo do tumor (CHENEVIX-TRENCH et
al., 1995, DEAKIN et al., 1996; LEE et al., 1998) foi também observada em outros
estudos. Entretanto, DEAKIN et al. (1996) descreveram riscos relativos aumentados
para tumores de cdlon direito (OR=1,5), colon esquerdo (OR=2,3) e reto (OR=1,9), em
pacientes com CC e a delegdo homozigética do gene. Também ZHANG et al. (1999),
descreveram frequéncia maior da delegdo homozigética do gene em pacientes com
tumores pouco diferenciados quando comparados aqueles com tumores bem ou
moderadamente diferenciados.

Considerando a disparidade dos resultados obtidos nos diferentes estudos, nao
nos é possivel afirmar ou afastar a hipétese de que as delegdes homozigoéticas isoladas
ou combinada dos genes GSTM7 e GSTT1 possam ser usadas como um marcador da
susceptibilidade ao CC ou ainda, que possam influenciar as caracteristicas clinicas dos
pacientes e anatomo-patologicas do tumor.

As razées para as diferengas observadas entre os resultados dos varios estudos,
que avaliaram o papel destes polimorfismos génicos na susceptibilidade ao CC e em
suas associagbes com variaveis clinicas e anatomo-patolégicas do tumor na doenga,
ndo sdo claras. A selecdo de amostras, o tamanho das casuisticas, a origem étnica das
diferentes populacdes, a ocorréncia de fatores que podem ter contribuido para a origem
do CC, como o padréo da dieta, o habito de fumar, o estilo de vida e as anormalidades
concomitantes de outros genes, podem ter determinado a inconsisténcia dos resultados
obtidos nos estudos em geral.

Assim, s6 nos & possivel afirmar que os nossos resultados ndo sustentam a
hiptese de que as delegbes homozigdticas dos genes GSTM1 e GSTT1 séo
independentemente associadas com um substancial aumento no risco do ACE, em
pacientes brasileiros.

Entretanto, a observagdo de uma maior frequéncia da delegao homozigotica do
gene GSTT1, em nossos pacientes diagnosticados antes dos 60 anos de idade, sugere
que este gendtipo possa influenciar a idade de manifestagdo da doenga. Se este
resultado reflete uma menor freqiiéncia deste gendtipo entre individuos de maior idade

devido a efeitos da selecdo de uma predisposi¢éo generalizada a outras doencas a ele
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associadas ou, se constitui uma caracteristica clinica real em pacientes brasileiros com
ACE, requer investigagdes adicionais com estudos incluindo maiores casuisticas, com
populagdes de diferentes origens étnicas.

Se a delecdo homozigdtica do gene GSTT17, realmente predispuser ao
aparecimento do ACE em idade mais precoce do que a usual em nossa populagéo, a
identificacdo de individuos com este gendtipo poderia constituir um método util para a
identificacdo de individuos, que devam ser submetidos a colonoscopia periodica, para a
deteccéo precoce da doenga.

As amostras de pacientes e controles avaliados para o polimorfismo D104N do
gene COL78A1 estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Assim, os controles foram
adequados para a avaliagdo da freqiiéncia do polimorfismo génico na populagédo geral
e, consegientemente, para a comparagao com a frequiéncia obtida em pacientes com
ACE.

Quando os nossos pacientes e controles foram distribuidos de acordo com a
presenca ou a auséncia do polimorfismo génico, observamos frequéncias similares do
gendtipo D104N em ambos os grupos (1 5,8% vs 14,0%, respectivamente).

Ja é conhecido que a angiogénese é considerada um passo importante para a
ocorréncia e a progressio do CC (PAPAMICHAEL, 2001; SOKMEN et al., 2001) e que
as anormalidades quantitativa ou funcional da endostatina, um inibidor do fenémeno,
podem determinar a progresséo e o desenvolvimento de metastases de tumores solidos
(FOLKMAN, 1990; HANABAN & FOLKMAN, 1996; SASAKI et al., 1998; IUGHETTI et
al., 2001).

A capacidade da endostatina humana endégena em inibir a angiogénese é
desconhecida. No esta claro se ela representa parte de um mecanismo de protegdo do
hospedeiro contra o crescimento do tumor ou se resulta simplesmente da agéo de
proteases por ele secretadas. Em ambos os casos, a produgdo da proteina poderia
estar aumentada, particularmente em pacientes com formas agressivas da doenga
(FELDMAN et al., 2001a).

Em nosso conhecimento, ha apenas dois estudos sobre a endostatina em CC.

FELDMAN et al. (2001) avaliaram a quantificagéo sérica da proteina em pacientes com
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a doenga e em controles. Observaram que a concentragéo sérica da endostatina esteve
diretamente relacionada ao nimero e ao tamanho das metastases hepaticas e, ainda,
que o aumento da concentragéo sérica da proteina, avaliada durante o seguimento
clinico dos pacientes, esteve associado com a progressdo da doenca. Entretanto, o
numero relativamente pequeno de pacientes avaliado neste estudo isolado e a
amplitude das variagbes das concentragdes séricas da endostatina observada em
controles indicaram que estes resultados necessitam confirmagdo por estudos
adicionais. J4 GUENTHER et al. (2001) observaram que o aumento da expressao do
colageno XVlll/endostatina também foi identificado em células endoteliais de tumores
de colon.

Frequéncia expressivamente maior do polimorfismo D104N do gene COL18A1 foi
observada em pacientes com adenocarcinoma de prostata em comparagao a controles,
em um unico estudo conduzido por IUGHETTI et al., (2001). Individuos com o
polimorfismo estiveram expostos a risco de ocorréncia da doenga duas vezes e meia
maior do que aqueles que n&do apresentaram O polimorfismo génico. Os autores
observaram ainda, que as concentragdes séricas da endostatina em pacientes foram
semelhantes as observadas em controles e atribuiram o maior risco de ocorréncia da
doenga nagueles com o polimorfismo, a anormalidades funcionais da endostatina,
determinadas pela substituigdo, na molécula, do acido aspartico pela asparagina
(IUGHETTI et al., 2001).

Também ndo observamos diferencas entre as frequéncias do polimorfismo
D104N, quando nossos pacientes foram estratificados por aspectos clinicos e
anatomo-patologicos do tumor.

Em nosso conhecimento, ndo ha descricbes sobre outras avaliagbes do
polimorfismo D104N do gene COL78A7 na susceptibilidade ao CC ou sobre sua
associagdo com aspectos clinicos e anatomo-patologicos do tumor em pacientes com a
doenca. Assim, s6 podemos dizer que este gendtipo ndo influenciou o risco de
ocorréncia do ACE, e ndo esteve associado a qualquer das caracteristicas clinicas e

anatomo-patologicas do tumor avaliadas em nossos Casos.
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A similaridade entre as frequéncias das delegbes homozigéticas isoladas e
combinada dos genes GSTM1 e GSTT1, em pacientes e controles, indica que os
polimorfismos destes genes néo alteraram o risco de ocorréncia do ACE em nossos
casos e ndo estiveram associados a caracteristicas clinicas dos pacientes, como o
sexo, a raga e o habito de fumar, e anatomo-patolégicas do tumor, como a localizacéo,

o estadio e o grau de diferenciagao.

A freqiiéncia aumentada da delegcdo homozigética do gene GSTT1, em pacientes
com idade menor do que 60 anos, sugere que este genodtipo possa ter influenciado o
aparecimento do tumor em idade mais precoce do que a habitualmente observada para

a doenga.

A similaridade entre as frequéncias do polimorfismo D104N do gene COL78AT,
em pacientes e controles, indica que a anormalidade génica n&o influenciou o risco do
ACE em nossos casos e ndo esteve associada a caracteristicas clinicas dos pacientes,
como a idade, o sexo, a raga e o habito de fumar, e anatomo-patolégicas do tumor,

como a localizagéo, o estadio e o grau de diferenciagéo.
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ronieh Anexo 1 e

Carta de consentimento pés — informagao a ser obtida dos pacientes, para
participagao no estudo intitulado “Influéncia dos Polimorfismos dos Alelos do
Sistema da Glutationa S-transferase Mu 1 (GSTM17) e Theta 1 (GSTT17) e do
Polimorfismo D104N do Gene COL78A1 na Susceptibilidade ao Adenocarcinoma

Colorretal Esporadico”

Nome dO PACIBNEA: .........cocivererisiiininisicierossarssssmermsenaisisiiesssnssssosnasassssarmsssasasanasssisnes
Idade: ............... ghios RO .cassmmnensssnss HE: suvnauiamannsurman
ENAEIEGCO: ......coeeeiammsaisiissnisssissiasssisssessassnsssssnsssansosasesonsinissusisatnansantssssssiusssasosstsnsivarsons

........................................................................................................................................

........................................................................................................................................

........................................................................................................................................

Aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei uma amostra de sangue
(volume: 10 ml) a ser colhida em veia de um dos bragos. Estou ciente de que este
sangue sera utiizado para a avaliagdo de uma predisposicdo familiar para o
desenvolvimento de cancer do intestino e reto. Estou ciente de que néao terei prejuizos

com a realizacdo deste exame. Sei que posso sair do estudo a qualquer momento e
81
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UNICARMP

Carta de consentimento pos — informagao a ser obtida dos individuos controle,
para participagao no estudo intitulado “Influéncia dos Polimorfismos dos Alelos
do Sistema da Glutationa S-transferase Mu 1 (GSTM17) e Theta 1 (GSTT1) e do
Polimorfismo D104N do Gene COL18A1 na Susceptibilidade ao Adenocarcinoma
Colorretal Esporadico”

[\ Lo 1 1 1=
RG: e ldade: ................. anos

Endereco residencial: ..............coooiiiiiiiiiiiii e et

........................................................................................................................................

........................................................................................................................................

Aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei informagGes sobre o
funcionamento do meu intestino e sobre a ocorréncia de cancer do intestino ou do reto
em meus familiares e uma amostra de sangue a ser colhida em veia de um dos bracos
(volume: 10 ml). Estou ciente que este material sera utilizado para a avaliagdo de uma
predisposigao familiar para o desenvolvimento de cancer do intestino e do reto. Estou
ciente de que ndo terei prejuizos com a realizagdo deste exame. Sei que posso sair do
estudo a qualquer momento e que isto ndo vai prejudicar o meu atendimento na
UNICAMP. Sei ainda, que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo

pesquisador. Se tiver qualquer divida sobre o estudo poderei procurar a Dra. Carmen
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Distribuigdes dos 102 pacientes com adenocarcinoma colorretal de acordo com a idade, o sexo, araga e o
habito de fumar

N.° do caso Paciente Idade (anos) Sexo Raca Tabagismo
1 T.G.L 61 F N NT
2 0AV. 72 M G NT
3 F.XF. 74 M c NT
4 AAS. 41 F C NT
5 AD. 81 M C T
6 E.FDA. 46 F c NT
7 M.C.G.H. 47 F c T
8 M.A.T.S. 76 F C NT
9 E.M.F. &7 F C T
10 E.P: 82 M C T
11 G.R.T. 51 F N NT
12 P.B.T. 80 M C NT
13 LAC. 68 F c T
14 M.L.Q.R. 46 F c NT

15 H.P.B. 66 F C NT
16 M.J.D.Q. 53 F C NT
17 C.0. 51 M C NT
18 R.J.C.G. 47 M C T

19 R.AM. 33 M C NT
20 H.M. 64 M c )

21 J:Q.C; 82 M N NT
22 M.LZM. 51 F c NT
23 G.ASA. 40 F c NT
24 H.S. 59 M Cc NT
25 AM.O. 80 M C NT
26 M.ALM. 54 F A NT
27 S.M.J. 73 M C NT
28 D.S. 64 M C NT
28 AQSF. 70 F Cc NT
30 J.J4.8. 83 M N NT
31 J.T. 73 M C NT
32 V.E. 59 M c T

33 M.ALP. 55 F C T

34 J.S.M. 57 M c NT
35 M.V, 51 M A T

36 LARS. 24 F C NT
37 A.G.S. 55 F Cc NT
38 AC.S. 62 F C NT
39 A.CF. 68 M C NT
40 AV.F. 46 M C T

41 L.F.S. 70 M c ET
42 0.P. 48 M c ET
43 M.V. 70 F 6] NT
44 AP. 45 M c T
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Continuagéo

92 LAP.S. 41 F C NT
93 JE.G. 63 M c T
94 JPR. 74 M c NT
95 M.G. 79 M c T
96 NAF. 56 M C T
97 JB.G.G, 48 M C T
98 JGS. 68 M c T
99 LRR. 39 M c T
100 oL. 64 M c NT
101 ST. 74 M c T
102 H.8.S.J. 66 F C ET

Sendo: N.°, numero; F, feminino; M, masculino; N, negréide; C, caucasoéide; A, asiatica; NT, ndo
tabagista; T, tabagista; ET, ex-tabagista

Anexo 3
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Distribuigées dos 102 pacientes com adenocarcinoma colorretal de acordo com a localizagao, o estadio e

o grau de diferenciagdo do tumor

N.° do caso Paciente Localizagao Estadiamento Grau de
do tumor diferenciagao
TNM Astler-Coller  do Adenocarcinoma
1 T.G.L. P+D v B1 moderado
2 Q.AV. D v cz2 bem
3 F.X.F. D Ml c2 pouco
4 AAS. P v c2 moderado
5 A.D. D 1l B2 bem
6 E.F.D.A. P 1 c2 moderado
7 M.C.G.H. D 11 B2 moderado
8 M.AT.S. D 1\ B2 moderado
9 E.M.F. D 1] B2 moderado
10 F:Rs P mn Cc2 bem
11 G.R.T. D 1] B2 moderado
12 P.B.T. D 1l B2 pouco
13 lLA.C. P ] B2 bem
14 M.LQR. D 1] c2 moderado
16 H.P.B. P+D 1] C1 moderado
16 M.J.D.Q. D | B2 moderado
17 C.0. D I B2 bem
18 R.J.C.G. D Il B2 bem
19 R.AM. P m c2 moderado
20 H.M. D | B1 moderado
21 J.a.c. D I B2 moderado
22 M.ILZ.M. D ] B2 moderado
23 G.ASA. D I C1 moderado
24 H.S. D 1 B2 moderado
25 A.M.O. D | B1 bem
26 M.ALM. P v B2 bem
27 S.M.J. D v NR bem
28 D.S. P v Cc1 pouco
29 A.OSF. =) Il B2 moderado
30 J.J.S. D v NR pouco
31 Ji T D I B1 bem
32 V.E. P v cz bem
33 M.ALP. D I B1 bem
34 J.S.M. D 11} c2 moderado
35 M.V. P 0 £ bem
36 LA.RS. D 1l c2 moderado
37 A.G.S. D I B1 moderado
38 A.C.S. P 1 c2 NA
39 A.CF. D 1l B2 moderado
40 AVF. P I B2 moderado
41 L.F.S. D 1 B2 bem
42 O.P. D NR NR bem
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Continuagao

90 A.B. P i c2 moderado
91 D.G. D 1] B2 moderado
92 LAP.S. D NR NR bem
a3 J.E.G. P 1 B2 pouco
94 J.P.R. D NR NR moderado
g5 M.G. P | B1 moderado
96 N.AF. D Il B2 moderado
a7 J.B.G.G. P Il B2 bem
98 J.G.S. D A" NR bem
99 LR.R. P 1] B2 moderado
100 o P v c2 moderado
101 S.T. D 1 C1 bem
102 H.S.S.J. P v Cc2 moderado
Sendo: N.°, numero; P, proximal; D, distal; P+D, proximal e distal; NR, ndo realizado
Anexo 4
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Distribuigdes dos 102 pacientes com adenocarcinoma colorretal de acordo com os polimorfismos
dos genes GSTM1 e GSTT1 do sistema da glutationa S-transferase e da presenga ou auséncia do
polimorfismo D104N do gene COL718A1

N° do caso Paciente GST D104N
M1 T1

1 T.G.L. a + N
2 OAV. + P
3 F.X.F. - + P
4 AAS. + + N
5 AD. + + N
5] E.F.D.A. + + N
7 M.C.G.H. + + N
8 M.AT.S. + + N
9 E.M.F. - + P
10 F.P. + + N
11 G.R.T. - + P
12 PB.T. - N
13 I.A.C. + + N
14 M.LQR. - - P
15 H.P.B. + + P
16 M.J.D.Q. - + N
17 C.0. - - N
18 R.J.C.G. + + N
19 R.AM. - + N
20 H.M. - + N
21 J.QcC. + + N
22 M.LZ.M. - + N
23 G.ASA. - - N
24 H.S. - - N
25 AM.O. + + N
26 M.ALLM. + + N
27 S.M.J. + + N
28 D.S. - + N
29 A.O.SF. + + P
30 J.J.S. + + N
31 JT. + + P
32 V.E. + + N
33 M.A.LP. - - P
34 JSM. - + N
35 M.V, - + N
36 L.A.R.S. + + N
37 AGS. - + N
a8 A.C.S. + + P
39 A.CF. - + N
40 AVN.F. - - N
41 L.F.S. - + N
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Continuagéo

42 O.P. - + N
43 M.V. + + N
44 AP . + N
45 O.F. - + N
46 V.S.C. - + N
47 M.P. + - N
48 R.S.S. + - N
49 J.O.E. - + N
50 G.P.A. + + N
51 D.F.A. + + N
52 D.JS. - = N
53 P.AB. - + N
54 L.B.O. - - N
56 LS. + + P
56 JAPC. + - N
57 E.M.S. + + N
58 R.F.R. - - N
59 G.M. - + P
60 g 51 15 + - N
61 M.LF.M. - + N
62 M.F.C. + + N
63 JMA. + + N
64 M.M.S.S. + + N
65 E.S. - + N
66 A.CS. + + N
67 G.B.M.N. - + N
68 R.N.M.C. - + N
69 B.A. + + N
70 L.B.L. + + N
71 ES.F. + - N
72 AM.S. - + N
73 C.G.S + + N
74 0.C. - + N
75 M.B.F. + N
76 J.J.L - - P
77 M.F.S. + + P
78 J.B.CS. + + N
79 N.M.C.P. + + P
80 AM. + + N
81 ACG. - + P
82 JMA. - + N
83 AB. + + N
84 AR.G. + - N
85 JMF. - + N
86 M.A.G. + + N
87 J.C. + + N
88 A.DA. - + N
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Continuagdo

89 M.C.T.S. - + N
90 AB. + - N
91 D.G. - + N
92 LAP.S. - + N
93 J.E.G. + + N
94 J.P.R. - + N
95 M.G. + + N
96 N.AF. + N
97 J.B.G.G. - - N
98 J.G.S. - + N
98 L.R.R. - + N
100 o.L. - + N
101 8.T. - - N
102 H.S.S.J. - + N

Sendo : N.°, numero; ( - ) dele¢ao homozigética do gene GSTM? ou GSTT7; ( + ) presenga do
gene GSTM1 ou GSTT1, P, presenga do polimorfismo D104N; N: polimorfismo D704N
ndo identificado

Anexo 5
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Distribuigdo dos 300 controles, de acordo com a idade, o sexo, a raga, os polimorfismos dos genes
GSTM1 e GSTT1 do sistema da glutationa S-transferase e a presenga ou a auséncia do polimorfismo
D104N do gene COL18A1

N.° do Doador Idade Sexo Raca GST D104N
Caso M1 T1

1 M.A.R.C. 57 F c - + N
2 P.B.S. 51 M C - + N
3 S.M.8. 54 M N - + N
4 M.L.V.S. 57 F C + + N
5 M.H.P.S. 51 F c + + P
5] EP.T. 59 M N - + N
7 N.P.S. 55 M C + + N
8 N.G.A.B. 50 F c - + N
9 M.V.G. 57 M Cc - + P
10 AAG. 54 M C + + N
11 F.B. 54 M Cc + + P
12 W.M.C 52 M c - + N
13 J.F.N. 59 M C + + N
14 N.M.J.G. 53 F C - + N
15 J.C. 52 M Cc - + P
16 5315 54 M c = + N
17 BE. 53 M c + + N
18 JAS. 51 M N - - N
19 C.S.F. 52 F c - + N
20 JAN. 52 M N * - N
21 M.P.S.L. 57 F c - + N
22 J.F.S. 57 M c - - N
23 AR.T. 53 M C - - N
24 N.S. 56 M N - + N
25 ET: 55 M C - + N
26 J.C.AN. 53 M N + - N
27 J.R.C. 50 M + + N
28 D.l.s.D. 51 F C - + N
29 A.N.P. 56 M Cc + + N
30 J.C.S. 50 M c + 5 N
3 M.S.S. 57 F N + + N
32 0O.J. 58 M c - - N
33 V.0. 50 M c - + N
34 M.J.S. 53 M C + + N
35 E.G.0O. 57 M c - - N
36 L.T.G. 51 F Cc + + N
37 J.M.L 50 M C - + N
38 H.J.M. 50 M C - + N
39 E.P.A. 50 F c - - N
40 M.C. 55 M C + + N
41 M.N. 53 M C - + N
42 ADC. 52 M c - + N
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Continuagao

278 M.L.G.F. 55 F c - + P
279 M.G.R. 56 F C + + N
280 E.Z.O. 57 F C - + p
281 C.0. 51 F C + + N
282 E.MR.S. 55 F C + - N
283 AEP.C. 51 F C - - N
284 AE.P.O. 54 F s . . N
285 D.J.B. 59 F & + - p
286 M.M.S. 59 F C ¥ + N
287 M.C.S. 56 F N + * N
288 1.G.M. 51 F C + + N
289 EF.L 50 F c + & N
290 M.CV.R. 53 F G + + =]
291 H.T.M. 56 F Cc - - N
292 L.C. 57 F C + - N
293 M.H.Z. 54 F c - + N
394 E.P.D. 54 E C - 4 N
395 N.P.C. 57 F c - + N
296 M.H.S. 51 F C - N
297 D.CF. 58 F C + + N
298 ZV.Z. 53 F C - + P
299 M.AM. 51 F C - + N
300 1.G.S.B. 50 F c + + N

Sendo: N.°, numero; F, feminino; M, masculino; C, caucasiano; N, negroide; A, asiatico; ( - ) delecao
homozigética do gene GSTM7? ou GSTTT; ( + ) presenga do gene GSTM7? ou GSTTT,
N, polimorfismo D104N nao identificado; P, presenga do polimorfismo D7104N

Anexo 6
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