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O Câncer colorretal (CCR) refere-se a uma neoplasia que atinge o 

cólon e o reto, apesar das diferenças epidemiológicas e biológicas entre o câncer 

do cólon e reto, as duas condições são combinadas, pois não se faz uma 

separação clara dos dois locais anatômicos; assim, o câncer do colón e/ou do reto 

é classificado como câncer colorretal. 

Dados epidemiológicos atestam a importância de fatores ambientais na 

patologia do CCR Esporádico. Os polimorfismos de P450 e a suscetibilidade ao 

câncer podem estar associados ainda, pelo fato dessas isoenzimas participarem 

também de transformação de compostos endógenos relevantes durante o 

processo de diferenciação da célula transformada, até o estágio maligno. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a prevalência dos polimorfismos m1 

e m2 no gene CYP1A1, 2C9*2 e 2C9*3 no gene CYP2C9 e o 1B1*3 no CYP1B1 e 

correlacionar a presença desses polimorfismos com o hábito tabagista e o 

estadiamento clínico da doença.  

A análise dos polimorfismos foi realizada por meio da Reação em 

Cadeia da Polimerase associada a digestões enzimáticas específicas. Foram 

avaliados 102 pacientes com CCR esporádico e 230 portadores de sangue sem 

história familial de CCR. 

 Nossos resultados indicaram que indivíduos sem os alelos M1 e M2 do 

gene CYP1A1 teriam um efeito protetor com relação ao CCR, enquanto que os 

indivíduos portadores de um alelo M1 ou M2 e os homozigotos M2 teriam um 

aumento de risco que seriam respectivamente de 6, quase 3 (2,89) e quase 4 

vezes (3.70). Com relação ao gene CYP2C9, o genótipo N/N (sem as mutações *2 

e *3) teria um efeito protetor, enquanto que o heterozigoto *3 traria um risco  6 

vezes  maior  (5.90) e o homozigoto *3 , três vezes. 

A presença dos alelos M1 e M2 parecem estar relacionados a um pior 

prognóstico da doença, enquanto que *3 do CYP2C9 traria um melhor 

prognóstico. Maiores estudos são necessários para confirmar esses achados.  

xv 
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No caso do polimorfismo 1B1*3  do gene  CYP1B1,  parece não haver 

relação com o fenótipo CCR. 

xvi 
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The colorectal cancer (CRC) characterizes a neoplasia which reaches 

the colon and the rectum tissues. It is classified as so, despites the biological and 

epidemiological differences between the colon and rectum cancer, because there 

is not a clear anatomical separation of these areas.  

The importance of external factors in the pathology of the sporadical 

CRC has been certified by epidemiological data. Thus, P450 polymorphisms might 

be associated to cancer due to the fact that these proteins play a role in 

transforming endogenous compounds during the process of differentiation of 

transformed cells, until its malignant stage.  

The objective of this work was to evaluate the prevalence of the 

polymorphisms M1 and M2 in CYP1A1 gene, 2C9*2 and 2C9*3 in CYP2C9 gene 

and 1B1*3 in CYP1B1 gene. Also, the correlation among the presence of these 

polymorphisms, the tobaccoism and the clinical stagnancy of the illness was 

performed.  

Polymerase chain reactions (PCRs) followed by specific enzymatic 

digestions were performed in order to analyze the polymorphisms. We evaluated 

102 patients with sporadical CRC and 230 control individuals without familial 

history of CRC. Our results indicated that individuals that did not carry M1 and M2 

variants of CYP1A1 gene presented a protective effect against CRC, while 

individuals who presented M1 or M2 variants had a 6 and almost 3 (2.89) times 

increasing of the risk, respectively, while patients with both M2 alleles had an 

almost 4 times (3.70) increasing risk.  

Analysis of CYP2C9 gene showed that genotype N/N (without * 2 and * 

3 mutations) presented a protective effect, while individuals heterozygotes for * 3 

mutation had an increase close to 6 times (5.90) of their risk. Homozygotes for the 

same mutation would present a 3 times increased risk.  

M1 and M2 alleles presence seems to be related to a worse prognostic 

of the illness, while the presence of * 3 mutation in CYP2C9 gene would result in a 
xvii 
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better prognostic. Other studies are necessary to confirm these findings. 

Polymorphism 1B1*3 of CYP1B1 gene does not seem to be related to CRC 

phenotype.  
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1- Considerações Gerais 

O câncer não é uma doença única; constitui um conjunto de 

alterações, cujo fator comum é o crescimento desordenado de células, que 

invadem os órgãos e tecidos, podendo provocar metástases em algumas 

regiões do corpo (PIERCE, 2004). 

O Câncer colorretal (CCR) refere-se a uma neoplasia que atinge o 

cólon e o reto. Apesar das diferenças epidemiológicas e biológicas 

existentes entre o câncer do cólon e reto, as duas condições são 

combinadas, pois não se faz uma separação clara dos dois locais 

anatômicos; assim, o câncer do colon e/ou do reto é classificado como 

câncer colorretal  (Winawer et al., 1995). 

O CCR é um problema de saúde importante devido a sua alta 

incidência, gravidade e pela tendência em ser diagnosticado em estágio 

avançado. O CCR é o segundo tipo mais comum de câncer diagnosticado. 

A cada ano somam-se 945 mil casos novos no mundo (SACHSE, 2002). 

Sendo considerado o segundo mais prevalente no mundo, com uma 

estimativa de 2,4 milhões de pessoas vivas diagnosticadas nos últimos 

cinco anos. Nos países desenvolvidos a incidência de CCR é maior do que 

nos países em desenvolvimento, sendo que a sobrevida cumulativa em 

cinco anos é de cerca de 40% a 50% (INCA, 2007).  

Nos Estados Unidos da América (EUA), o CCR é a lesão maligna 

mais freqüente no trato gastrointestinal (Hurstone et al., 2000), 

caracterizando a segunda causa de morte relacionada com câncer. Em 

2002, mais de 56.000 pessoas nos EUA desenvolveram CCR. (Center for 

Disease Control and Prevention, 2007). 
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Estima-se que cerca de 15% de todos os tipos de neoplasias em 

ambos os sexos se desenvolvem no aparelho digestivo e, 

aproximadamente, 1/3 delas ocorrem no reto (PETROS, 1999).  

As estimativas de incidência de câncer no Brasil para o ano de 

2006, publicadas pelo INCA, apontam o câncer colorretal como o quinto 

tumor maligno mais freqüente entre homens (com 11.390 casos novos) e 

quarto entre as mulheres (13.970 casos novos). A maior incidência de casos 

ocorre na faixa etária entre 50 e 70 anos, mas as possibilidades de 

desenvolvimento já aumentam a partir dos 40 anos (INCA, 2007). 

 Melhores chances de cura ocorrem quando há o diagnóstico 

precoce da doença, o que acontece na minoria dos casos, embora o CCR 

apresente uma lesão precursora benigna – o pólipo adenomatoso – e a sua 

identificação e remoção reduzem a mortalidade pela doença (Morson et al., 

1976). 

A estimativa de novos casos de CCR é mais elevada na América do 

Norte, Europa, e na parte sul da América do Sul (Moshkowitz et al., 2005).  Essa 

distribuição mundial pode estar correlacionada com a idade da população, já que o 

CCR acomete principalmente em faixa etária alta. 

 

2- Aspectos Clínicos 

O CCR usualmente se apresenta como um conjunto de sinais e 

sintomas que incluem anemia, dor abdominal, massa abdominal, melena, 

constipação, diarréia, náuseas, vômitos, fraqueza e tenesmo (INCA, 2007).  

A sobrevida é influenciada principalmente pelo comprometimento 

linfonodal e pela profundidade de infiltração da neoplasia na parede intestinal 

(Freitas et al.,1997). Esses fatores são classificados no sistema TNM, que 
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considera a extensão do acometimento do tumor na parede do cólon e em 

tecidos e órgãos adjacentes (T), comprometimento linfonodal (N) e a 

identificação da presença ou ausência de metástases em órgãos a distância 

(M). Cinco grupos de pacientes podem ser identificados por este sistema 

(estadios 0, I, II, III e IV), sendo que as maiores probabilidades de 

sobrevivência são observadas naqueles com os estadios 0 e I e as menores 

probabilidades de sobrevivência com o estádio IV da doença (ZINKIN, 

1983). O sistema TNM é o principal elemento que norteia a indicação de 

tratamento coadjuvante (Greene et al., 2002). 

O tratamento do CCR é multidisciplinar e consiste de 

procedimento cirúrgico, quimioterapia e radioterapia, sendo as duas últimas 

terapias associadas à cirurgia. A ressecação cirúrgica do local afetado e a 

realização de uma colostomia permanente é a mais freqüente e efetiva 

terapia para o CCR. O tratamento adjuvante é empregado quando o 

tratamento cirúrgico tem caráter curativo e visa minimizar os riscos de 

recaída local e à distância. As modalidades de tratamento adjuvante 

recomendadas são a quimioterapia, em CCR e radioterapia em tumores do 

reto (Nelson et al., 2001). 

Existe uma associação entre o padrão da dieta e o CCR. Os 

principais fatores de risco para CCR são dieta com alto teor de gordura, 

carne vermelha, baixo teor de cálcio e fibras, obesidade, sedentarismo e 

ingestão exagerada de bebida alcoólica (Turner et al., 2004). Mais de 90% 

do CCR ocorrem em indivíduos com mais de 50 anos, entretanto, 75% 

ocorrem em indivíduos sem outros fatores de risco além da idade, o que 

caracteriza o CCR (Winawer et al., 1997). 

Estima-se que grande parte das neoplasias resulta da interação 

entre fatores genéticos e ambientais, sendo a contribuição exclusivamente 

genética responsáveis por apenas 5% de todos os tumores. A fração 
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restante pode ser atribuída a fatores ambientais externos que atuam em 

conjunto com a suscetibilidade genética (Gertig & Hunter, 1998). 

 

3-Aspectos Ambientais 

O papel dos fatores ambientais no câncer é sugerido por 

diferenças na incidência de cânceres específicos por todo o mundo. Há forte 

evidência da influência de fatores ambientais no CCR. Muitos estudos 

epidemiológicos demonstram que o risco de câncer em migrantes de áreas 

de baixo risco para áreas de alto risco de câncer aumenta ao nível do risco 

de seu novo país na próxima geração e que esse aumento ainda poderia 

ocorrer em até uma década.  Além disso, as taxas crescentes de incidência 

do CCR em países em desenvolvimento nas últimas décadas 

provavelmente são resultado de mudanças de fatores exógenos como a 

dieta e o estilo de vida ou mesmo o envelhecimento da população (Slattery 

et al.,2004). 

No Japão as taxas gerais de câncer são consideravelmente 

menores que no Havaí. Entretanto, em uma única geração japonesa após a 

migração para o Havaí, essas pessoas desenvolveram câncer em taxas 

similares às dos havaianos nativos (PIERCE, 2004). 

Alguns fatores ambientais parecem agir como carcinógenos 

diretos ou aumentar a freqüência de mutações somáticas, predispondo ou 

determinando o aparecimento da neoplasia (Harden et al.,1995; HILL, 

1995). Embora o CCR não seja visto como uma doença ocupacional, foi 

observado o aumento de sua ocorrência em trabalhadores expostos a 

metais, plásticos, fibras de vidro e solventes (Schottenfeld et al.,1980; 

Swanson et al.,1985), sugerindo que a exposição a estes agentes possa 

influenciar a origem da doença.  
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Existe uma associação entre o padrão da dieta e o CCR. É 

possível que os próprios alimentos constituam uma fonte de substratos que 

possa ser metabolizados por bactérias do cólon, por enzimas presentes na 

mucosa colônica (De Waziers et al.,1991). Dentre esses substratos estão os 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAPs), como o benzopireno, 

produzidos entre outras formas, pela exposição de carnes a temperaturas 

de pirólise durante o cozimento (Schiffman & Felton, 1990; Gerhardsson et 

al.,1991). 

Componentes específicos da dieta, derivados de hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos e aminas heterocíclicas foram propostos como 

fatores de risco específicos para CCR (Chen et al., 2005). 

 

4- Aspectos Genéticos 

 

Anormalidades em oncogenes ou genes supressores tumorais 

(Fearon et al., 1992; Finley et al.,1989; Guillem et al.,1995),  instabilidade de 

microsatélites (Ionov et al., 1993; Guillem et al.,1995) e a desregulação de 

sinais  das vias de transdução parecem estar associados à doença. 

Anormalidades gênicas de alta penetrância, particularmente as 

mutações nos genes adenomatosis polyposis coli (APC), mut L homolog 1, 

colon câncer e nonpolyposis type2 (MSH2) foram descritas em pacientes 

com CC familiar (Burt  et al., 1990; Burt & Groden, 1993; Peltomaki et al., 

1993). Mutações em oncogenes, como o Harvey rãs (H-ras), no gene 

supressor tumoral P53 e polimorfismos de genes associados com o 

metabolismo de carcinógenos, como os genes da superfamília de enzimas 

Citocromo P450 podem parecer estar associados ao CCR. 

O estudo de variações interindividuais na capacidade de 
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metabolização de xenobióticos, entre os que se encontram diversas drogas, 

carcinógenos, pesticidas e alcalóides etc., permitiu a identificação de 

inúmeros polimorfismos genéticos, que afetam os níveis de expressão ou a 

atividade catalítica dessas enzimas (Santiago et al., 2002). A metabolização 

xenobiótica ocorre através de dois tipos de enzimas. As de metabolismo 

mediado pelas oxidases de função mista – ou de Fase I e as enzimas de 

conjugação ou fase II (Hou et al.,2005). 

 

4.1- Citocromo P450 

A super-família de genes do citocromo P-450 representa uma das 

principais classes de biotranformação da Fase I, através de suas mais de 

500 isoenzimas (tabela 2).  

Tais enzimas participam tanto da biossíntese, como da 

degradação de esteróides, ácidos graxos, aminas e metabólicos vegetais 

(INGELMAN-SULDBERG, 2002). Devido à importância do seu papel na 

ativação de inúmeros procarcinógenos, pesquisa extensiva têm sido 

concentrada na relação entre a distribuição de variantes polimórficas de 

diferentes isoenzimas de P-450 e a suscetibilidade ao câncer, tendo sido 

principalmente avaliados os genes CYP1A1,CYP2D6, CYP1B1 e CYP2C9. 

O complexo do Citocromo P450 está altamente distribuído em 

animais, plantas e protistas e existe na natureza desde antes a divisão entre 

organismos eucariotas e procariotas (Ladero et al.,1998). Foi identificado 

em 1958 como um pigmento celular reduzido e unido a membrana com um 

pico de absorção de 450nm. Posteriormente, em 1964, foi nomeado 

Citocromo P450 por Omura e Sato (Santiago et al., 2002). 

Foram descritas 74 famílias, das quais 14 estão presentes em 

mamíferos e ainda são subdivididas em 26 subfamílias. Nos mamíferos são 
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encontradas em grande variedade de órgãos, glândulas e tecidos, podendo-

se destacar o cérebro, testículos, mucosa intestinal e fígado (Santiago et al., 

2002; CON, 2005). 

Tabela 1: Principais CYP humanos e substratos em que atuam 

Subfamília Enzima Substrato 

CYP1A 1A1 

1A2 

Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos 

Cafeína, fenacetina 

CYP1B 1B1 Alguns hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, 17 b-

estradiol 

CYP2A 2A6 Cumarina, nicotina, nitrosamina encontrada no tabaco 

CYP2B 2B6 4-hidroxilação de ciclofosfamida 

CYP2C 2C19 

2C9 

2C8 

S-Mefenitoina, omeprazol, diazepam, certos herbicidas 

Fenitoina, drogas anti-flamatorias,  

ácido retinoico, HPAs 

CYP2D 2D6 Antipertensivos, antidepresivos 

CYP2E 2E1 Álcool, tetracloreto de carbono 

CYP3A 3A4 60% de drogas usadas clinicamente como eritromicina, 

lidocaina, cortisol, testosterona 

 3A5 Mesmo padrão de substratos que CYP3A4 

 3A7 Forma fetal: metaboliza substratos de CYP3A4 

CYP4A 4A1 Ácidos graxos, clofibrato 

(Santiago et al., 2002) 

O Citocromo P450 funciona como uma monoxigenase, ou seja, 

cataliza reações onde somente se incorpora um átomo de oxigênio e o outro 

reduz em H2O. Utiliza substratos para atuar como redutores dos átomos de 

O2, e principalmente aceita um dos oxigênios e em contraste proporciona 

átomos de H para reduzir o outro em H2O (Figura 1). 
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Figura 1: Mecanismo de ação do citocromo P450. Hidroxilação de uma droga 
lipossolúveis por ação do citocromo P450. O produto R3/4 OH aumenta a solubilidade em 
água, facilitando sua excreção (adaptada de Santiago et al.,2002) 

 

De fato, diferenças individuais na expressão das formas de P450 

causam variação marcante no nível de carcinógenos ativados na célula. 

Sabe-se que a expressão e a atividade dessas enzimas são regulada por  

mecanismos genéticos distintos. 

Os polimorfismos de P450 e a suscetibilidade ao câncer podem 

estar associados ainda pelo fato dessas isoenzimas participarem também 

de transformação de compostos endógenos relevantes durante o processo 

de diferenciação da célula transformada, até o estágio maligno (Louro et al., 

2002). 

4.2- O gene CYP1A1 

 
O gene CYP1A1, localizado no cromossomo 15, região 15q22.24 

codifica a enzima P4501A1, uma isoenzima de P450 que catalisa a 

oxidação de HAPs (Kawajiri, 1986).  
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A indução de CYP1A1 ocorre via ligação do composto indutor ao 

receptor de aril hidrocarboneto hidroxilase (AHH), o receptor ativa então a 

transcrição de vários genes que codificam proteínas envolvidas na 

metabolização de xenobióticos (DALY,2003).  

A enzima CYP1A1 é considerada primariamente uma enzima 

extra hepática em humanos, sendo induzida no pulmão, linfócitos e na 

placenta após exposição aos HPAs, incluindo aqueles presentes na fumaça 

do cigarro (Sivaraman et al., 1994) 

A bioativação de vários HPAs é iniciada com a estimulação do 

receptor AHH e esse, por sua vez, ativa a transcrição da P4501A1, epóxido 

hidrolase e outras enzimas. Além dos HPAs, a CYP1A1 é também induzida 

por xenobióticos. A atividade catalítica e o modo de indução de CYP1A1 

parecem ser altamente conservados em animais superiores, confirmando 

sua importante função fisiológica. O padrão de atividade e capacidade 

indutora desta enzima em humanos, relacionada à formação de metabólitos 

de HAPs capazes de reagir com a molécula de DNA é, portanto, de grande 

importância para a estimativa do risco de desenvolvimento de Câncer 

(Slattery et al.,2004). 

Cerca de 10% da população caucasóide apresenta uma forma 

polimórfica da enzima CYP1A1 a qual vêm sendo associada ao risco de 

neoplasias de brônquios, laringe e cavidade oral, particularmente em 

indivíduos fumantes (Nebert et al.,1996).  

O gene CYP1A1 tem 7 exons distribuídos em 6 Kb de 

comprimento. Produz um mRNA de 2601 bp. Os polimorfismos M1 e M2 

foram identificados e têm sido associados ao aumento da atividade da 

enzima e ao aumento da ativação de carcinógenos aumentando o risco de 

câncer (Slattery, M.L, 2004) 
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O CCR parece ter seu risco influenciado pelo polimorfismo MspI, 

enquanto outros envolvendo os cânceres das vias aéreas e de mama 

sugerem ausência desta associação (Bailey et al.,1998).Os polimorfismos 

no gene CYP1A1 está associado com um significante aumento no risco de 

CCR na população Japonesa, mas pode haver incidência alta em outras 

populações. (Slattery et al.2004). 

 

4.3- O gene CYP1B1 

 
 O gene CYP1B1 está localizado no cromossomo 2, na região 

2p22p21 e possui 3 éxons e 2 íntrons (Tang et al.,1996).  O RNAm 

CYP1B1, aparentemente não é expresso no fígado, mas em tecidos 

extrahepáticos, incluindo coração, rim, próstata, ovário, colo do útero e 

glândulas mamárias (Guengerich et al., 2003). 

 O CYP1B1 ativa vários carcinógenos ambientais nos tecidos 

epiteliais (Sasaki et al., 2004). Componentes de substâncias 

procarginogênicas requerem a ativação metabólica de enzimas oxidantes, 

para serem transformadas potencialmente carcinógenas. Estudos anteriores 

mostraram que os polimorfismos no CYP1B1 induzem a hiperativação da 

atividade metabólica e aumentam a incidência de vários cânceres 

(Guengerich et al., 2003). 

Vários polimorfismos foram descritos no gene CYP1B1. O 

polimorfismo CYP1B1*3, aumenta a atividade enzimática do gene CYP1B1, 

este aumento foi demonstrado em alguns cânceres, incluindo o CCR 

(Gibson et al., 2003). 

Estudos relataram a associação do  CYP1B1 com o câncer de 

pulmão, rim, cérebro, mama e CCR (Chang, et al., 2005).  
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4.4-O gene CYP2C9 

 
O gene CYP2C9 pertence à família CYP2C e foi mapeado no 

cromossomo 10, região 10q24 (Gray et al., 1995). Ele participa do 

metabolismo de importantes drogas como as fenitoína, S-warfarina, 

tolbutamide, losartan, torasemida e antinflamaórios não esteróidais (AINEs), 

incluindo o diclofenaco (Leung et al., 2001;  Liao et al.,2007) 

A subfamília CYP2C representa 20% dos citocromos encontrados 

no fígado humano, sendo que a CYP2C9 também é expresso no epitélio 

intestinal humano (Goldstem & Morais, 1994). O gene CYP2C9 está 

envolvido na bioativação de vários carcinógenes como PAHs e aminas 

heterocíclicas aromáticas (SCHWARZ, 2003). Foram descritos 30 alelos 

CYP2C9 em humanos, dos quais dois apresentam maior freqüência o 

CYP2C9*2 (Arg144Cys), CYP2C9*3 (Ile359Leu).  

A atividade enzimática está relacionada a presença de 

polimorfismos no gene CYP2C9. Indivíduos que possuem o alelo selvagem 

CYP2C9*1 mostram elevada capacidade metabólica, quando comparados 

com os alelos variantes CYP2C9*2 e CYP2C9*3. Em caucasóides foram 

relatados a freqüência de 8 a 12,5% do alelo CYP2C9*2 e 3 a 8,5% do alelo 

CYP2C9*3. A análise in vitro, mostrou que a presença do alelo CYP2C9*2 e 

CYP2C9*3, diminuem 30 e 80%, respectivamente, a atividade metabólica 

da enzima CYP2C9.  A diminuição da atividade metabólica da enzima 

CYP2C9 foi associada com o aumento do risco de adenoma câncer 

colorretal, principalmente na presença do hábito tabagista (Tranah, 2005). 
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5-CITOCROMO P-450 E CCR 

 
Dados epidemiológicos atestam a importância dos fatores 

ambientais na patogênese do CCR. Esses fatores ambientais incluem a 

ingestão e inalação de carcinógenos e a interação desses com enzimas 

bacterianas. A maior parte dos carcinógenos ambientais são potencialmente 

fracos, mas quando metabolizados no organismo se tornam potencialmente 

mutagênicos (figura 2) (Butler et al., 2001). 

 

 

 

Figura 2: Representação esquemática da influência dos fatores que conferem 
suscetibilidade no processo de carcinogênese ambiental, iniciando-se com a exposição 
ambiental, ocupacional, terapêutica e/ou endógena aliadas ou não ao estilo de vida 
(hábito tabagista e dieta). Os compostos mutagênicos/carcinogênicos presentes 
interagem com a molécula de DNA, RNA e proteínas e podem causar lesões que, 
somadas às possíveis alterações em genes críticos (preexistentes ou não), levam ao 
desenvolvimento do câncer. Sabe-se que toda esta via pode ser influenciada por outras 
condições, tais como etnia, idade, sexo, estado de saúde (doenças crônicas, desnutrição) 
e ainda por polimorfismos genéticos. 
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As suscetibilidades individuais, baseadas nos polimorfismos 

dos genes que influenciam a ativação ou inativação de carcinógenos, têm 

mostrado aumento de risco para o surgimento cânceres (Filho & Zago, 

2005). A maior parte dos polimorfismos genéticos relatados na 

epidemiologia de câncer regulam a ação de enzimas metabólicas e de 

reparo do DNA (Butler et al., 2001). Vários estudos relatam a presença 

dos polimorfismos dos genes CYPs em cânceres de pulmão, esôfago, 

rim, endométrio e CCR. Recentemente, muitos estudos relacionam a 

presença de polimorfismos genéticos e o risco para o CCR (Chen et al., 

2005). 
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Avaliar a prevalência dos polimorfismos M1, M2 no gene CYP1A1, 

1B1*3 no gene CYP1B1, 2C9*2 e 2C9*3  no gene CYP2C9 em indivíduos 

com adenocarcinoma colorretal esporádico em relação a uma amostra 

controle. 

Correlacionar a presença desses polimorfismos com o hábito 

tabagista e o estadiamento clínico da doença.  

. 
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Foram estudados todos os pacientes com CCR que foram 

diagnosticados com adenocarcinoma esporádico, por ocasião do 

diagnóstico ou durante o seguimento clínico, no ambulatório de Proctologia  

do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Ciências Médicas da 

UNICAMP, no período de 18 de agosto de 1999 a 10 de agosto de 2001. 

Foram excluídos da casuística os pacientes com alterações intestinais, 

antecedentes familiais de CCR e aqueles que não aceitaram participar do 

estudo proposto. 

O grupo controle, constituído por doadores de sangue atendidos 

no Hemocentro da UNICAMP, com idade entre 50 e 60 anos, que não 

referiram perda de peso, sintomas gastro-intestinais ou antecedente familiar 

de CCR, e que não apresentaram doenças consideradas pré-neoplásicas, 

como polipose familiar, síndrome de Lynch e doenças inflamatórias 

intestinais. 

 

1-Aspectos éticos 

Os procedimentos foram realizados após a aprovação do Comitê 

de Ética e Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP 

(Parecer 64/2006). 

 

2-Avaliação clínica 

Os dados relativos à identificação, idade, sexo, etnia, os exames 

laboratoriais necessários ao diagnóstico, a determinação do tipo histológico 
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e do grau de diferenciação do estadio do tumor foram obtidos a partir dos 

prontuários de cada paciente. 

Foram considerados tabagistas os pacientes que mantiveram o 

hábito tabagista até o momento do diagnóstico do CCR ou que pararam de 

fumar pelo menos cinco anos antes. Foram considerados não tabagistas 

aqueles que nunca fumaram, ex-tabagistas, ou seja,  aqueles que 

mantiveram o hábito tabagista até, no máximo, cinco anos antes do 

diagnóstico do CCR, de acordo com o proposto por Freedman et al. 2002. 

O estudo foi constituído por um grupo de pacientes com CCR e 

um grupo controle, O diagnóstico do CCR foi realizado em cortes 

histológicos de fragmentos do tumor incluídos em parafina e corados por 

hematoxilina e eosina e a classificação do grau de diferenciação do tumor 

foi realizada de acordo  com o proposto por Broders, 1925. 

Foi considerada a localização do tumor descrito no exame 

anátomo-patológico da peça cirúrgica. Foram considerados como proximais 

os tumores localizados em cólons ascendestes, transverso ou 

descendentes, e como distais os localizados em sigmóide ou reto. 

O estadiamento do tumor foi realizado com base nos resultados 

obtidos do exame histológico da peça cirúrgica, ultra-sonografia, tomografia 

computadorizada do abdome e pelve, Raio-X do tórax e dos achados intra-

operatórios, de acordo com o proposto por Zinkin, 1983 e Astler & Coller 

(1954) para os sistemas TNM e Astler-Coller respectivamente (Anexo I, II e 

III). 

Os pacientes foram distribuídos de acordo com a idade, sexo, 

etnia, hábito tabagista, localização do tumor, estádios TNM e Astler Coller e 

o grau de diferenciação do tumor. 
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Para caracterização do grupo controle foram relacionadas 

informações com relação a idade, sexo, etnia e histórico clínico e familiar 

através de interrogatório. Baseado nessas informações fez-se a distribuição 

dos indivíduos em faixas. 
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Foi realizada a coleta de sangue periférico para a extração do DNA e 

subseqüente análise molecular por Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) e digestão com enzimas de restrição específicas. 

 

1-Extração de DNA 

Procedemos à extração de DNA genômico conforme o método 

descrito por Woodhead et al. (1986), com modificações. 

Dois tubos Vacuntainer com cerca de 5 mL de sangue periférico 

foram coletados, contendo, cada um deles EDTA 15% para impedir a 

coagulação sangüínea. A amostra foi centrifugada por 10 minutos a 2.000 

r.p.m. à temperatura ambiente para a separação e retirada do plasma. Em 

seguida, uma alíquota de 500 µL do sedimento foi transferida para um tubo 

eppendorf de 1,5 mL. A essa alíquota foi adicionado 1,0 mL de tampão de 

lise celular (Sacarose 320mM, Tris - HCl pH7,5 10mM, MgCl2 5mM, Triton 

100X). A solução foi então homogeneizada por 10 a 15 segundos e levada a 

centrifuga a 8000 r.p.m. por 5 minutos. Após a centrifugação o 

sobrenadante foi cuidadosamente descartado, por inversão do tubo. Esse 

processo foi repetido por duas vezes. Ao precipitado formado foram 

adicionados 395µL de tampão de digestão (Tris - HCl pH 7,5 EDTA 10mM, 

10mM, NaCl 10mM, SDS 0,5%) e 5 µL de proteinase K (20mg/mL). A 

reação então foi homogeneizada e incubada em banho-maria à temperatura 

de 55°C. Após 2 horas, foram adicionados 200 µL de LiCl 7,5N em cada 

amostra e as soluções foram levadas à temperatura de – 20°C por 15 

minutos. Após esta etapa, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos 

a 13.000 r.p.m. e o sobrenadante foi transferido cuidadosamente para novos 

tubos. Após a transferência, foi adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado e 

o tubo foi invertido até formação de um precipitado visível. Foi realizada 

uma centrifugação a 13000 r.p.m. por 5 minutos e o sobrenadante foi 
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desprezado por inversão do tubo. Ao precipitado foi adicionado 1mL de 

etanol 70% e nova centrifugação foi realizada (13000 r.p.m./5 min). O 

sobrenadante foi novamente descartado. O DNA obtido foi deixado à 

temperatura ambiente para a evaporação do etanol residual e 

ressuspendido em água estéril. A eficiência da extração foi avaliada em gel 

de agarose a 0,8%. 

 

2- Amplificação Gênica 

 
 

A PCR, Reação em Cadeia da Polimerase, consiste em uma reação 

cíclica, onde há variação de tempo e temperatura, que resulta na amplificação do 

material genético, ou seja, na obtenção de várias cópias do fragmento desejado. 

Para que ocorra a amplificação é preciso que participem da reação, além do DNA 

genômico, a partir do qual esta será feita; uma solução de desoxinucleotídeos 

(dNTP), que servem de matéria-prima para a confecção das novas cadeias de DNA; 

a Taq DNA polimerase, enzima responsável pela amplificação; cloreto de magnésio, 

co-fator da enzima; os primers, que flanqueiam a região de interesse, e um tampão 

para dar condições ótimas à reação. O ciclo da PCR é composto pelas seguintes 

fases: uma de desnaturação, na qual ocorrerá a separação da dupla fita de DNA; 

uma de anelamento, na qual ocorre a hibridização dos primers, e uma de extensão, 

onde ocorre a amplificação propriamente dita da seqüência de interesse. A PCR foi 

realizada com a utilização de 10mM de Tris-HCl ph 8.4, 3,0 mM de MgCl2, 50mM de 

KCl, 0.4 mM de cada nucleosídeo trifosfato, 2µL de DNA genônimo de cada 

indivíduo e 400 ng de cada iniciador. Os primers que foram utilizados estão 

descritos na tabela 2. As temperaturas de desnaturação, anelamento e extensão 

estão descritas na tabela 3. 
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Tabela 2: Seqüência dos primers utilizados para amplificação gênica 

Gene Polimorfismo Seqüência Referência 

Sense 5’ CAG TGA AGA GGT GTA GCC GCT 3’ 

M1 Anti-sense 5’ TAG GAG TCT TGT CTC ATG CCT 3’ 

Song et al.; 

2006 

Sense 5’ TTC CAC CCG TTG CAG GAT AGC C3’ CYP1A1 
M2 Anti-sense 5’ CTG TCT CCC TCT GGT TAG AGG AAG 3’ 

Song et al.;; 

2006 

Sense 5’TCA CTT GCT TTT CTC TCT CC 3’ 
CYP1B1 1B1*3 

Anti-sense 5’AAT TTC AGC TTG CCT CTT G 3’ 

Lai et al.; 

2001 

Sense 5’TAC AAA TAC AAT GAA AAT ATC ATG 3’ 
*2 

Anti-sense 5’CTA ACA ACC AGA CTC ATA ATG 3’ 

Taube et al.; 

2000 

Sense 5’AAT AAT AAT ATG CAC GAG GTC CAG AGG TAC 3’ 
CYP2C9 

*3 
Anti-sense GAT ACT ATG AAT TTG GGA CTT C 3’ 

Taube et al.; 

2000 
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Tabela 3: Descrição das temperaturas de desnaturação, anelamento e extensão dos polimorfismos estudados 

 

 

Polimorfismo 
Desnaturação 

Inicial 

Número 

Ciclos 
Desnaturação Anelamento Extensão 

Extensão 

Final 
Referência 

M1 

94º C 

(5 minutos) 
30X 

94ºC 

(1 minuto) 

61ºC 

(1 minuto) 

72ºC 

(1 minuto) 

72ºC 

(10 minutos) 
Song  et al.; 2006 

M2 

94ºC  

(5 minutos) 
35X 

94ºC 

(30 segundos) 

65ºC 

(30 segundos) 

72ºC 

(30 segundos) 

72ºC 

(10 minutos) 
Song  et al.; 2006 

1B1*3 

94º C 

(5 minutos) 
40X 

94ºC 

(30 segundos) 

60ºC 

(30 segundos) 

72ºC 

(40 segundos) 

72ºC 

(7 minutos) 
Lai et al.; 2001 

2C9*2 

94º C 

(5 minutos) 
35X 

94ºC 

(30 segundos) 

58ºC 

(30 segundos) 

72ºC 

(40 segundos) 

72ºC 

(7 minutos) 
Taube  et al.; 2000 

2C9*3 

94º C 

(5 minutos) 
35X 

94ºC 

(30 segundos) 

56ºC 

(30 segundos) 

72ºC 

(40 segundos) 

72ºC 

(7 minutos) 
Taube  et al.; 2000 
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3- Digestão enzimática 

 

Após a PCR, as amostras foram submetidas à digestão com 

enzima de restrição específica, eletroforese e interpretação dos resultados. 

As enzimas utilizadas e os tamanhos dos fragmentos estão sumarizadas na 

tabela 4. Nas figuras 3 a 7 encontram-se figuras das eletroforeses das 

digestões enzimáticas específicas para a detecção das mutações. Os 

tamanhos dos fragmentos estão sinalizados nas figuras e a relação dos 

fragmentos normais e mutantes de cada mutação na Tabela 4. 

 

Tabela 4: Descrição das enzimas utilizadas na digestão enzimática 

Gene Polimorfismo Enzima 
Fragmento Normal Fragmento Mutante 

M1 MspI 340pb 200 e 140pb 

CYP1A1 
M2 BsrDI 204 pb 149 e 55bp 

CYP1B1 1B1*3 Eco571  650 pb 310 e 340 pb 

2C9*2 AvaII 251pb 229 pb 
CYP2C9 

2C9*3 NsiI 160pb 140 pb 
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 Figura 3: Eletroforese polimorfismo M1 

 

 

Figura 4: Eletroforese polimorfismo M2 

 

1-amostra homozigoto 
2-amostra heterozigoto 
3-amostra heterozigoto 
4-amostra alelo selvagem 
5- marcador de 100pb 
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Figura 5: Eletroforese polimorfismo 1B1*3 

 

1-amostra homozigoto 
2- amostra alelo selvagem 
3- amostra heterozigoto 
4- marcador 100pb 

 

                    Figura 6: Eletroforese polimorfismo 2C9*2 
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                    Figura 7: Eletroforese polimorfismo 2C9*3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1-amostra homozigoto 
2-amostra heterozigoto 
3-amostra alelo selvagem 
4- amostra alelo selvagem 
5- marcador de 50pb 
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4- Análise estatística 

O significado das diferenças estatísticas entre grupos foi calculado 

por meio do “Chi-Square Test Statistic”. 

As determinações dos riscos de ocorrência do CCR, a que os 

pacientes e controles foram submetidos, foram obtidas por meio das razões 

das chances (Ors) e foram calculadas considerando um intervalo de 

confiança de 95%. 

Os valores das Ors foram corrigidos por meio de modelos de 

regressão logística multivariada, tendo como variável dependente o grupo 

paciente e controles e como variáveis independentes a idade, o sexo , 

hábito tabagista e os genótipos. 

Todas as análises foram realizadas com a utilização do programa 

estatístico Exacttest (EDN Data) e a regressão logística multivariada  no 

programa Ploner et al. (2006) versão 1.06 
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1- Caracterização da amostra 

As distribuições dos pacientes com CCR de acordo com a idade, sexo, 

etnia e o hábito de fumar estão resumidos na tabela 5. 

 

Tabela 5: Distribuição dos 102 pacientes com CCR de acordo com a idade, o 

sexo, a etnia e o hábito tabagista. 

Variáveis Número de pacientes (%) 

Idade (anos  

   <60 52 (51,0) 

   ≥60 50 (49,0) 

Sexo  

   Masculino 55 (53,9) 

   Feminino 47 (46,1) 

Etnia  

   Caucasóide 90 (88,3) 

   Negróide 10 (9,8) 

   Asiática 2 (1,9) 

Hábito de fumar  

   Tabagista 32 (31,4) 

   Não Tabagista 10 (9,8) 

   Ex-Tabagista 60 (58,8) 

 

 

 

A idade de manifestação da doença nos pacientes variou de  24 e 83 

anos (média de 58,9; com desvio padrão de 13,6 anos; mediana 59,0 anos). Cerca 
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de 25,5% da casuística foi constituída por pacientes com idade de manifestação 

menor do que 50 anos.  A Distribuição da idade ao diagnóstico dos pacientes está 

apresentada no Gráfico 1. 

No grupo controle a idade dos indivíduos variou entre 50 e 60 anos 

(média de 53,9; desvio padrão de 2,9 anos; mediana: 53,0 anos). Cento e três 

foram do sexo feminino e Cento e vinte sete foram do sexo masculino. Cento e 

noventa e oito caucasóides, trinta e um negróides e um asiático. 
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Gráfico 1: Distribuição da idade de manifestação do CCR em 102 pacientes. 
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A distribuição dos pacientes por sexo mostrou um discreto predomínio 

da doença em pacientes do sexo masculino em relação aos do feminino. Já a 

distribuição dos pacientes por etnia e hábito tabagista mostrou que a doença 

ocorreu predominantemente em caucasóides e em tabagistas e ex-tabagistas. 

As distribuições dos 102 pacientes com CCR incluídos no estudo, de 

acordo com os aspectos anátomo-patológico do tumor, estão apresentadas na 

Tabela 6. 

A distribuição dos pacientes por localização do tumor mostrou que 

cerca de dois terços da amostra ocorreu em localização distal  no cólon. 

As distribuições dos pacientes por estadios dos sistemas TNM e Astler-

Cooler mostraram que cerca de metade do número deles apresentou a doenças 

em estádios avançados (III e IV, C1 e C2, respectivamente). Os estadiamentos do 

tumor não foram realizados em alguns pacientes devido à falta de dados relativos 

à extensão e ao acometimento de linfonodos ou órgãos a ele adjacentes ou 

distantes. 

Já a distribuição por tipo histológico do tumor mostrou que em apenas 

11,8% da amostra ele foi pouco diferenciado. 
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Tabela 6: Distribuição dos 102 pacientes com CCR de acordo com a localização, 

o estadiamento  e a diferenciação do tumor. 

Variáveis Número de pacientes (%) 

Localização do tumor  

Proximal 31 (30,4) 

Distal 68 (66,7) 

Mais de uma 3 (2,9) 

Estadio  TNM  

I 16 (15,7) 

II 31 (30,4) 

III 25 (24,5) 

IV 23 (22,5) 

Não identificado 7 (6,9) 

Estádio Astler-Coller  

B1 17 (16,7) 

B2 37 (36,3) 

C1 7 (6,9) 

C2  30 (29,4) 

Não identificado 11 (10,7) 

Diferenciação do tumor  

Bem diferenciado 26 (25,5) 

Moderadamente diferenciado 63 (61,8) 

Pouco diferenciado 12 (11,8) 

Não identificada 1 (0,9) 
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2- Análise dos polimorfismos nos genes CYP1A1, CYP1B1 e CYP2C9 

2.1- Polimorfismo M1 no gene CYP1A1 
 

A freqüência gênica do alelo M1 foi de 0.21 nos indivíduos 

portadores de CCR e 0.8 nos indivíduos do grupo controle (Tabela 8).  

 A Freqüência Genotípica do polimorfismo M1 do gene CYP1A1 

está resumida no gráfico 2. 

 

 
Tabela 7: Prevalência do alelo M1 em uma amostra de portadores de CCR 
esporádico e em uma amostra controle. 

Número de Alelos (%) Alelo 
Indivíduos CCR Grupo Controle 

M1   43 (21)    37 (08) 
Não M1 161(79) 423 (92) 

Total 204 460 
χ (1)

2 corr.Yates = 21,45 P=0,0000036 
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Gráfico  2: Prevalência Genotípica do polimorfismo M1 do gene CYP1A1 nas 

amostras teste e controle. 
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2.2- Polimorfismo M2 no gene CYP1A1 

A prevalência do alelo M2 foi de 25% nos indivíduos portadores de CCR 

e 9% nos indivíduos do grupo controle (Tabela 9). A freqüência genotipica do 

polimorfismo M2 do gene CYP1A1 está resumida no gráfico 3. 

 
 
Tabela 8: Prevalência do alelo M2 na amostra teste e controle analisadas. 

Número de alelos (%) Alelo 
Indivíduos CCR Grupo Controle 

M2    51 (25)   42 (09) 
Não M2 153 (75) 418 (91) 

Total 204 460 
χ (1)

2 corr.Yates = 28,25 P=0,0000001 
 
 
 
 
 
 

 

62%

85%

26%

11% 12%
3%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

F
re

q
u

ên
ci

a 
G

en
o

ti
p

ic
a

-/- -/M2 M2/M2

Prevalência do polimofismo M2 do gene CYP1A1

Pacientes Grupo Controle
 

Gráfico 3: Prevalência Genotípica do polimorfismo M2 do gene CYP1A1 na 
amostra teste e controle. 
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2.3- Distribuição Genotípica dos alelos M1 e M2 no gene CYP1A1 

 

Como os polimorfismos M1 e M2 ocorrem no mesmo gene, na verdade 

eles são alelos e por isso devem ser analisados em conjunto (Tabela 10). Tanto a 

amostra de pacientes, como a controle, não se encontram em equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (χ (3)
2  = 8.54 P< 0.05 e χ (3)

2  = 30.13 P<0,00001). 

 
 
Tabela 9: Distribuição genotípica dos alelos M1 e M2 do gene CYP1A1 em uma 
amostra de portadores de CCR esporádico e na amostra controle. 

Número de Alelos (%) 
Alelo Indivíduos 

CCR 
Grupo 

Controle 

 
χ2  
 

 
P 

 
OR (IC) 

N/N 35 (34.3) 177(76.9) 53.67 0.0000 0.16 (0.09-0.27) 
M1/N 18 (17.6) 07 (03.1) 19.60 0.000009 6.83 (2.57-18.76) 

M1/M1 10 (09.8) 12 (05.2) 1.72 0.18 1.97 (0.76-5.11) 
M1/M2 05 (04.9) 06 (02.6) 0.55 0.22 1.92 (0.45-7.75) 
M2/N 22 (21.6) 20 (08.7) 9.46 0.002 2.89 (1.42-5.86) 

M2/M2 12 (11.8) 08 (03.5) 7.17 0.007 3.70 (1.35-10.30) 
Total 102 230    

χ (3)
2 = 60,81 P=0,00000000 

 
 

 

2.4- Polimorfismo 1B1*3 no gene CYP1B1 

 

A freqüência gênica do alelo 1B1*3  foi de 0.14 nos indivíduos 

portadores de CCR e 0.16 nos indivíduos do grupo controle (Tabela 11).  

Tanto a amostra de pacientes, quanto à amostra controle estão em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (χ (2)
2  = 5.57; P=0,061 e χ (2)

2  = 0.13; P=0.94, 

respectivamente). A Freqüência Genotípica do polimorfismo 1B1*3 do gene 

CYP1B1 está resumida no gráfico 4. 
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Tabela 10: Prevalência do alelo 1B1*3 na amostra analisada. 
Número de Alelos (%) Alelo 

Indivíduos CCR Grupo Controle 
1B1*3 28 (14) 74 (16) 

Não 1B1*3 176 (86) 386 (84) 
Total 204 460 

χ (1)
2 corr.Yates = 0.44 P=0,50 
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Gráfico 4: Prevalência  Genotípica do polimorfismo 1B1*3 do gene CYP1B1 na 
amostra teste e controle. 
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2.5- Polimorfismo 2C9*2 no gene CYP2C9 

A freqüência gênica do alelo 2C9*2  foi de 0.13 nos indivíduos 

portadores de CCR e 0.11 nos indivíduos do grupo controle  (Tabela 12).  

A Prevalência Genotípica do polimorfismo 2C9*2 do gene CYP2C9 

está resumida no gráfico 5. 

 
 
Tabela 11: Prevalência do alelo 2C9*2 na amostra analisada. 

Número de Alelos (%) Alelo 
Indivíduos CCR Grupo Controle 

2C9*2 26 (13) 48 (11) 
Não 2C9*2 178 (87) 412 (89) 

Total 204 460 

χ (1)
2 corr.Yates = 0,55 P=0,46 
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Gráfico 5: Prevalência do polimorfismo 2C9*2 do gene CYP2C9 na amostra teste 

e controle. 
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2.6- Polimorfismo 2C9*3 no gene CYP2C9 

A freqüência gênica do alelo 2C9*3 nos cromossomos analisados foi de 

22% nos indivíduos portadores de CCR e 7% nos indivíduos do grupo controle 

(Tabela 13). A Prevalência Genotípica do polimorfismo 2C9*3 do gene CYP2C9 

está resumida no gráfico 6. 

 
 
Tabela 12: Prevalência do alelo 2C9*3 na amostra analisada. 

Número de Alelos (%) Alelo 
Indivíduos CCR Grupo Controle 

2C9*3 44  (22)   30  (07) 
Não 2C9*3 160 (78) 430 (93) 

Total 204 460 
χ (1)

2 corr.Yates = 30.81; P=0,0000000 
 
 
 

65%

90%

25%

7% 9%
3%

0%

20%

40%

60%

80%

100%

F
re

q
u

ên
ci

a 
G

en
o

ti
p

ic
a

-/- -/2C9*3 2C9*3/2C9*3

Prevalência do polimorfismo 2C9*3 do gene CYP2C9

Pacientes Grupo Controle
 

 Gráfico 6: Prevalência genotípica do polimorfismo 2C9*3 do gene CYP2C9 na 

amostra teste e controle. 
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2.7- Distribuição Genotípica dos alelos *2 e *3 no gene CYP2C9 

 

Como os polimorfismos *2 e *3 ocorrem no mesmo gene, na verdade 

eles são alelos e por isso devem ser analisados em conjunto (Tabela 14). Tanto 

as amostras de pacientes, como a controle, não se encontram em equilíbrio 

de Hardy-Weinberg (χ (3)
2  = 9.07 P<0.05,  e  χ (3)

2  = 12.82 P< 0,02). 

 
Tabela 13: Distribuição genotípica dos alelos *2 e *3 do gene CYP2C9 em uma 
amostra de portadores de CCR esporádico e na amostra controle. 

Número de Alelos (%) 
Alelo Indivíduos 

CCR 
Grupo 

Controle 

 
χ2  
 

 
P 

 
OR (IC) 

N/N 49 (48,0)   175 (76,1) 24.07 0.0000009 0.29 (0.17-0.49) 
*2/N 11 (10,8) 26 (11,3) 0.02 0.96 0.95 (0.42-2.11)   
*2/*2 07 (06,9) 06 (02,6) 2.36 0.06 2.75 (0.80-10.16)  
*2/*3 01 (1,0) 04 (01,8) 0.27 0.97   0.56 (0.02-5.75) 
*3/N 25 (24,5) 12 (05,2) 24.65 0.0000007 5.90 (2.68-13.15)  
*3/*3 09 (08,8)   07 (03,0) 3.96 0.04 3.08 (1.01-9.51) 
Total 102 230    

 
 

 

Na regressão logística multivariada verificamos que quando 

adicionamos a variável estadiamento (Gráfico 7),  o polimorfismo M1  mostrou-se 

um fator de risco nos  estadiamentos TNM II e IV , o M2 para os estadiamentos  II, 

III e IV e o polimorfismo 2C9*3 para o estadiamento TNM I. 
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Os valores no gráfico são dados como –ln(valor de P corrigido), significa que :   -

ln(0.05) = 3.00, sendo que valores abaixo de 0.05 são valores acima de 3.00. 

 Gráfico 7: Análise por Regressão Logística Multivariada dos polimorfismos com o 

estadiamento do tumor 

 

Quando adicionamos a variável tabagismo ao estadiamento 

(Gráfico 8), verificamos que apenas os polimorfismos M1 e M2  persistem 

como fatores de risco. 
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Os valores no gráfico são dados como –ln(valor de P corrigido), significa que : 

  -ln(0.05) = 3.00, sendo que valores abaixo de 0.05 são valores acima de 3.00. 

Gráfico 8: Análise por Regressão Logística Multivariada  dos polimorfismos 

associada ao tabagismo dos pacientes e estadiamento. 
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O CCR tem sido uma das neoplasias malignas mais estudadas nas 

últimas décadas, devido à sua ocorrência e à alta mortalidade a ele atribuída. 

Sendo assim, seu comportamento biológico está entre os melhores estabelecidos 

dentre as neoplasias malignas, em países do hemisfério norte. Entretanto, vários 

de seus aspectos, como a etiologia e a fisiopatologia, ainda estão por ser 

determinado com exatidão. 

Quando nossos pacientes foram distribuídos por idade, notamos que a 

idade média de manifestação, 59 anos, foi semelhante à observada em pacientes 

do hemisfério norte, 60 anos (Gertig & Hunter,1998). Entretanto 14 pacientes de 

nossa amostra apresentaram idade inferior a 45 anos, sendo que em 90% dos 

casos da doença, em países desenvolvidos, ocorrem em indivíduos com idade 

maior ou igual a 45 anos. Não podemos afastar a hipótese de que nos casos com 

idade de manifestação menor que 45 anos, apesar de não haver recorrência 

familiar, poderia ter ocorrido mutação de novo no gene APC e na verdade tratar-se 

de casos hereditários. 

A distribuição dos nossos casos por etnia mostrou que a doença 

ocorreu predominantemente em caucasóides, de forma semelhante às descrições 

obtidas em países desenvolvidos(De Chello & Sheehan;2007). Temos sempre que 

fazer a ressalva de que a determinação da etnia é sempre muito difícil. No 

presente estudo, a diferenciação entre caucasóide e negróide foi baseada na cor 

da pele. 

Também observamos que a maioria dos pacientes da nossa amostra 

com CCR eram tabagistas ou foram tabagistas no passado. A associação entre 

tabagismo e o risco de ocorrência do CCR foi observada, de forma consistente, 

em estudos controlados conduzidos por Heineman et al. 1995. 

Observamos que em cerca de 70% dos nossos pacientes apresentaram 

tumores distais. Tumores proximais, em cólon ascendente, transverso e 

descendente, e combinações de tumores proximais e distais foram identificados 

nos 30% restantes. Freqüências similares de tumores proximais e distais, 38% e 
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62% respectivamente, foram descritas para a doença em outros países (Loktionov 

et al.,2001). 

Quando os nossos pacientes foram distribuídos de acordo  com o 

estadio da doença, cerca de metade do número deles a apresentou em suas 

formas mais avançadas, de acordo com descrições prévias (Deakin et al.,1996) 

Também observamos que 88% dos tumores nos pacientes foram 

classificados como bem ou moderadamente diferenciados e apenas 12% como 

pouco diferenciados. Freqüências similares de tumores bem ou moderadamente 

diferenciados, 65 a 88%, e pouco diferenciados 12 a 17%, foram descritas por 

Loktionov et al. ,1998. 

Em seu conjunto, os resultados clínicos deste estudo indicam que os 

nosso pacientes com CCR apresentaram características clínicas e anátomos-

patológicas do tumor semelhantes às da doença em países desenvolvidos e, 

portanto, constituíram um grupo representativo da doença, em nosso meio. 

Com relação à análise dos polimorfismos, verificamos que as mutações 

analisadas do gene CYP1A1 e CYP2C9, tanto na amostra controle quanto nos 

pacientes, não se encontravam em equilíbrio de Hardy e Weinberg. Esse 

fato pode ser explicado pelo fato de que as duas  amostras foram 

selecionadas. Uma vez que esses polimorfismos se mostraram relacionados 

ao fenótipo, ao selecionar a amostra controle sem antecedentes familiares 

de CCR, estaremos selecionando uma amostra com menor prevalência de 

mutações e o inverso ocorreria na amostra de pacientes. No caso do gene  

CYP1B1, como ele parece não estar relacionado com o fenótipo CCR, sua 

mutação está em equilíbrio tanto na amostra selecionada quanto no grupo 

controle. 

Na análise dos alelos  M1 e M2, do gene CYP1A1, observamos que na 

análise dos alelos separadamente encontramos uma maior incidência  dos alelos 
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mutantes entre os pacientes. Quando realizamos a análise por genótipos, 

verificamos que no grupo de pacientes temos uma diminuição do genótipo N/N 

(sem M1 e M2) e um acúmulo dos heterozigotos tanto M1 quanto M2 e de 

homozigotos M2, quando comparado ao grupo controle. Com isso, indivíduos sem 

os alelos M1 e M2, teriam um efeito protetor com relação ao CCR, enquanto que 

os indivíduos portadores de um alelo M1 ou M2 e os homozigotos M2 teriam um 

aumento de risco que seriam respectivamente de 6, quase 3 (2,89) e quase 4 

vezes (3.70).  

Esse aumento do risco pode ser explicado pelo fato de que os mutantes 

M1 e M2 levam a um aumento da atividade enzimática. Como podemos avaliar no 

Esquema 1, o CYP1A1 estaria envolvido na metabolização dos Hidrocarbonetos 

Aromáticos Policíclicos, resultando em vários compostos, sendo que alguns 

podem formar adutos no DNA, que levariam a mutações, que poderiam 

levar a iniciação tumoral. . Estes resultados foram similares com os estudos de 

Sivaraman et al., 1994; Slattery et al., 2004; Nan et al. 2005 e Li et al., 2004. 

No Caso do CYP2C9, na análise individualizada dos mutantes, 

apenas o alelo *3 parecer estar relacionado ao CCR (χ (1)
2 corr.Yates = 30.81; 

P=0,0000000). Tanto o alelo *2 quanto o *3 levam a uma diminuição da 

atividade enzimática, mas o alelo *3 seria o mais deficitário (80%). Os 

genótipos que estariam associados ao fenótipo seriam o heterozigoto  e o 

homozigoto para a mutação *3. O genótipo N/N (sem as mutações *2 e *3) 

teria um efeito protetor, enquanto que o heterozigoto *3 traria um risco  6 

vezes  maior  (5.90) e o homozigoto *3 , três vezes. O homozigoto *2 

apresentou um P = 0.06 (próximo 0.05- limítrofe), mas a OR mostrou um 

risco quase 3 vezes maior (2.75). Talvez com um aumento do tamanho 

amostral esse efeito se mostre significante em termos estatísticos. Nosso 

achados é similar ao encontrado por  Sache et al., 2002. 
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Um viés que poderia estar ocorrendo em nossa análise é o fato de 

termos em nossa amostra de pacientes 14 indivíduos com idade inferior a 

45 anos. No caso dos polimorfismos M1 e M2 do CYP1A1, refizemos a 

análise excluindo esses pacientes, e as associações encontradas 

persistiram e até ampliaram a significância dos valores estatísticos (χ (3)
2  = 

63.25; P=0,0000000). O mesmo ocorrendo com relação aos polimorfismos 

do gene CYP2C9 χ (3)
2 = 44.27; P=0,0000000). 

 

Figura 8: Envolvimento de algumas enzimas na metabolização de 

Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos. 

Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos 

Adutos no DNA 

Mutação 

Iniciação tumoral 
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Também observamos uma associação quanto a presença dos 

polimorfismos M1 e M2 e o grau de estadiamento IV em nossos pacientes, uma 

vez que existe uma grande presença desses polimorfismos nos estadiamentos 

mais avançados da doença.  Já o polimorfismo 2C9*3 para o estadiamento TNM I, 

parecendo estar então relacionado com um melhor prognóstico da doença. Esses 

resultados seriam apenas iniciais, sendo necessário estudos de acompanhamento  

com maior número de pacientes em cada estadiamento. 
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- Nossos resultados indicam que indivíduos sem os alelos M1 e M2 do 

gene CYP1A1 teriam um efeito protetor com relação ao CCR, enquanto que os 

indivíduos portadores de um alelo M1 ou M2 e os homozigotos M2 teriam um 

aumento de risco que seriam respectivamente de 6, quase 3 (2,89) e quase 4 

vezes (3.70).  

     -.Com relação ao gene  CYP2C9, o genótipo N/N (sem as 

mutações *2 e *3) teria um efeito protetor, enquanto que o heterozigoto *3 

traria um risco  6 vezes  maior  (5.90) e o homozigoto *3 , três vezes.  

   - No caso do polimorfismo 1B1*3  do gene  CYP1B1,  parece não 

haver relação com o fenótipo CCR, 

    - Nossos resultados sugerem que a presença dos alelos M1 e M2 

parecem estar relacionados a um pior prognóstico da doença, enquanto que *3 do 

CYP2C9 traria um melhor prognóstico. Maiores estudos são necessários para 

confirmar esses achados. 
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Anexo 1: Critérios de classificação do sistema de estadiamento TNM para o 

CCR. 

Tx Informações insuficientes para a avaliação do tumor primário 

pT0 Nenhuma evidência de tumor primário 

pTis Carcinoma in situ 

pT1 Tumor se estende até a submucosa 

pT2 Tumor se estende até a mucosa própria 

pT3 Tumor ultrapassa a muscular própria até a subserosa ou 

tecidos pericólicos não peritoniais ou perirretais 

pT4 Tumor se estende diretamente até outros órgãos ou tecidos, 

ou perfura o peritôneo visceral 

Nx Informações insuficientes para a avaliação de linfonodos 

regionais 

pN0 Linfonodos sem metástases 

pN1 Metástases em 1 a 3 linfonodos pericólicos ou perirretais 

pN2 Metástases em 4 ou mais linfonodos pericólicos ou perirretais 

pN3 Informações insuficientes para a avaliação de metástases 

distantes 

Mx Informações insuficientes para a avaliação de metástases 

distantes 

M0 Sem metástases distantes 

M1 Metástase distante presente 
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Anexo 2: Grupos de estadiamento e características TNM do CCR. 

Estadio Código 

Estadio 0 PTis,pN0,M0 
Estadio I PT1,pN0,M0 

PT2,pN0,M0 
Estadio  II PT3,pN0,M0 

PT4,pN0,M0 
Estadio III qualquer PT,pN1,M0 

qualquer PT,pN2,M0 

qualquer PT,pN3,M0 
Estadio IV qualquer PT, qualquer pN,M1 
 

Anexo 3: Critérios de classificação do sistema de estadiamento de Astler-

Coller do CCR 

Estádio Invasão 

A Tumor confinado à mucosa 

B1 Não ultrapassa a muscular própria; sem metástases 

em linfonodos 

B2 Ultrapassa a muscular própria; sem metástases em 

linfonodos 

C1 Não ultrapassa a muscular própria; presença de 

metástases em linfonodos 

C2 Ultrapassa a muscular própria; presença de 

metástases em linfonodos 
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Anexo 4: Pacientes portadores Cancer Colorretal esporçadico 

Idade ao CYP1A1 CYP1B1 CYP2C9 Estadiamento Hábvito Nº 
Caso Paciente Sexo Etnia 

diagnóstico m1 m2 1b1*3 2c9*2 2c9*3 TNM Astler-Coller Tabagista 

Grau de diferenciaçõ ao 
adenocarcinoma 

29 A.O.S.F. F C 70 -/- +/- -/- -/- +/- II B2 NT moderadamente diferenciado 
30 J.J.S. M N 83 +/+ -/- +/- -/- -/- IV NR NT pouco diferenciado 
31 J.T. M C 73 -/- -/- -/- +/- -/- I B1 NT bem diferenciado 
32 V.E. M C 59 +/+ -/- -/- -/- -/- IV C2 T bem diferenciado 
33 M.A.I.P. F C 55 -/- -/- +/+ -/- -/- I B1 T bem diferenciado 
34 J.S.M. M C 57 +/- -/- +/- -/- +/- III C2 NT moderadamente diferenciado 
35 M.V. M A 51 -/- -/- +/- -/- +/- 0 A T bem diferenciado 
36 L.A.R.S. F C 24 +/- -/- -/- -/- -/- III C2 NT moderadamente diferenciado 
37 A.G.S. F C 55 -/- -/- -/- +/- -/- I B1 NT moderadamente diferenciado 
38 A.C.S. F C 62 +/- -/- -/- -/- +/- III C2 NT NA 
39 A.C.F. M C 68 -/- +/- -/- -/- -/- II B2 NT moderadamente diferenciado 
40 A.V.F. M C 46 -/- +/- -/- -/- -/-, II B2 T moderadamente diferenciado 
41 L.F.S. M C 70 -/- -/- +/- -/- +/- II B2 ET bem diferenciado 
42 O.P. M C 48 -/- +/- -/- -/- -/- NR NR ET bem diferenciado 
43 M.V. F C 70 -/- -/- -/- -/- +/+ II B2 NT bem diferenciado 
44 A.P. M C 45 +/- -/- -/- -/- -/- III C2 T bem diferenciado 
45 O.F. F C 76 +/- -/- -/- -/- +/- III C2 NT moderadamente diferenciado 
46 V.S.C. F N 59 -/- -/- -/- +/- -/- I B1 ET moderadamente diferenciado 
47 M.P. M C 49 -/- +/- -/- -/- +/- III C1 NT bem diferenciado 
48 R.S.S. M C 35 -/- +/+ -/- -/- -/- IV C2 NT moderadamente diferenciado 
49 J.O.E. M C 74 -/- +/- -/- -/- +/- II B2 T moderadamente diferenciado 
50 G.P.A. F C 56 -/- -/- -/- -/- +/+ I B1 T moderadamente diferenciado 
51 D.F.A. M C 50 -/- -/- -/- +/+ -/- I B2 ET pouco diferenciado 
52 D.J.S. M CC 55 -/- +/- -/- -/- -/- II B2 NT pouco diferenciado 
53 P.A.R. M C 75 -/- -/- -/- -/- +/+ I B1 NT moderadamente diferenciado 
54 L.B.O. M C 55 -/- +/- -/- -/- +/- II C2 NT moderadamente diferenciado 
55 L.S. F C 58 -/- -/- +/- -/- -/- I C2 NT moderadamente diferenciado 
56 J.A.P.C. F C 54 -/- -/- -/- -/- +/+ I B2 T moderadamente diferenciado 
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Idade ao CYP1A1 CYP1B1 CYP2C9 Estadiamento Hábito  Nº 
Caso Paciente Sexo Etnia 

diagnóstico m1 m2 1b1*3 2c9*2 2c9*3 TNM Astler-Coller Tabagista 
Grau de diferenciaçõ ao 

adenocarcinoma 

57 E.M.S. F C 69 +/- -/- -/- +/- +/- III B2 NT moderadamente diferenciado 
58 R.F.R. F C 27 -/- +/- -/- -/- -/- II NR NT bem diferenciado 
59 G.M. M C 68 -/- -/- -/- -/- +/+ II B2 T moderadamente diferenciado 
60 I.T.L. F C 75 -/- -/- +/- -/- +/- I C2 NT moderadamente diferenciado 
61 M.I.F.M. F C 67 +/+ -/- -/- -/- -/- IV C1 NT moderadamente diferenciado 
62 M.F.C. F C 57 +/- -/- -/- -/- -/- III B2 T moderadamente diferenciado 
63 J.M.A. F N 71 -/- +/+ -/- +/- -/- IV C2 NT moderadamente diferenciado 
64 M.M.S.S. F C 40 -/- +/- -/- -/- +/- II C2 T moderadamente diferenciado 
65 E.S. F C 50 -/- +/- -/- -/- -/- NR B2 T moderadamente diferenciado 
66 A.C.S. M C 51 -/- -/- -/- -/- +/+ II B1 T moderadamente diferenciado 
67 G.B.M.N. M C 36 -/- +/- -/- +/+ -/- NR C2 NT pouco diferenciado 
68 R.N.M.C. F C 29 +/- -/- -/- -/- -/- III C2 NT moderadamente diferenciado 
69 B.A. M C 47 -/- +/- -/- -/- +/- II C2 T moderadamente diferenciado 
70 L.B.L. F C 41 +/- -/- -/- -/- -/- III B2 NT moderadamente diferenciado 
71 E.S.F. F C 52 -/- -/- +/- +/+ -/- II B2 NT pouco diferenciado 
72 A.M.S. F N 60 -/- -/- +/+ -/- +/- I C2 NT bem diferenciado 
73 C.G.S. F C 74 +/- -/- -/- +/- -/- III C1 NT moderadamente diferenciado 
74 O.C. M C 56 -/- +/+ -/- -/- -/- IV B2 NT moderadamente diferenciado 
75 M.B.F. F C 65 -/- +/+ -/- -/- -/- IV C2 T moderadamente diferenciado 
76 J.J.L. M C 59 -/- -/- +/- -/- +/- II B1 ET moderadamente diferenciado 
77 M.F.S. F C 50 -/- -/- +/+ -/- -/- II NR NT bem diferenciado 
78 J.B.C.S. F C 61 +/- -/- -/- +/+ -/- III C2 NT pouco diferenciado 
79 N.M.C.P. F C 47 +/- -/- -/- -/- -/- III C2 NT moderadamente diferenciado 
80 A.M. M C 69 -/- +/+ -/- -/- -/- IV NR ET moderadamente diferenciado 
81 A.C.G. M C 60 +/- -/- +/+ -/- -/- III C2 ET moderadamente diferenciado 
82 J.M.A. M C 66 -/- +/+ -/- -/- -/- IV NR NT bem diferenciado 
83 A.B. M C 71 -/- +/+ -/- +/+ -/- IV NR ET moderadamente diferenciado 
84 A.R.G. F C 42 +/- -/- -/- -/- +/- III C2 T pouco diferenciado 
85 J.M.F. M C 60 +/+ -/- -/- -/- -/- IV C2 ET moderadamente diferenciado 
86 M.A.G. M N 49 -/- +/- -/- +/+ -/- NR NR NT pouco diferenciado 
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Idade ao CYP1A1 CYP1B1 CYP2C9 Estadiamento Hábito  Nº 
Caso Paciente Sexo Etnia 

diagnóstico m1 m2 1b1*3 2c9*2 2c9*3 TNM Astler-Coller Tabagista 
Grau de diferenciaçõ ao 

adenocarcinoma 

87 J.C. M C 72 -/- +/+ -/- -/- -/- IV C2 T moderadamente diferenciado 
88 A.D.A. F N 83 +/+ -/- -/- -/- -/- IV NR NT moderadamente diferenciado 
89 M.C.T.S. F C 61 -/- +/- -/- +/- -/- NR NR NT moderadamente diferenciado 
90 A.B. M C 44 +/- -/- -/- -/- +/- III C2 NT moderadamente diferenciado 
91 D.G. M N 67 -/- -/- -/- -/- -/- II B2 T moderadamente diferenciado 
92 I.A.P.S. F C 41 -/- +/- -/- -/- -/- NR NR NT bem diferenciado 
93 J.E.G. M C 63 -/- -/- -/- +/+ -/- II B2 T pouco diferenciado 
94 J.P.R. M C 74 -/- +/- -/- -/- +/- NR NR NT moderadamente diferenciado 
95 M.G. M C 79 -/- -/- -/- -/- +/+ I B1 T moderadamente diferenciado 
96 N.A.F. M C 56 -/- -/- -/- +/- -/- II B2 T moderadamente diferenciado 
97 J.B.G.G. M C 48 -/- -/- +/+ -/- -/- II B2 T bem diferenciado 
98 J.G.S. M C 68 +/+ -/- -/- -/- +/- IV NR T bem diferenciado 
99 L.R.R. M C 39 -/- -/- -/- -/- -/- II B2 T moderadamente diferenciado 
100 O.L. M C 64 -/- +/- -/- -/- +/- IV C2 NT moderadamente diferenciado 
101 S.T. M C 74 +/- +/- -/- -/- -/- III C1 T bem diferenciado 
102 H.S.S.J. F C 66 +/+ -/- -/- -/- +/- IV C2 ET moderadamente diferenciado 

 

 

 

 

 


