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e — Resumo



O Cancer colorretal (CCR) refere-se a uma neoplasia que atinge o
célon e o reto, apesar das diferencas epidemioldgicas e biolégicas entre o cancer
do célon e reto, as duas condicbes sao combinadas, pois ndao se faz uma
separacao clara dos dois locais anatdémicos; assim, o cancer do colén e/ou do reto

é classificado como cancer colorretal.

Dados epidemioldgicos atestam a importancia de fatores ambientais na
patologia do CCR Esporadico. Os polimorfismos de P450 e a suscetibilidade ao
cancer podem estar associados ainda, pelo fato dessas isoenzimas participarem
também de transformacdo de compostos enddgenos relevantes durante o

processo de diferenciacdo da célula transformada, até o estagio maligno.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a prevaléncia dos polimorfismos m1
e m2 no gene CYP1A1, 2C9*2 e 2C9*3 no gene CYP2C9 e 0 1B1*3 no CYP1B1 e
correlacionar a presenga desses polimorfismos com o hébito tabagista e o
estadiamento clinico da doenca.

A andlise dos polimorfismos foi realizada por meio da Reagdo em
Cadeia da Polimerase associada a digestdes enzimaticas especificas. Foram
avaliados 102 pacientes com CCR esporadico e 230 portadores de sangue sem
histéria familial de CCR.

Nossos resultados indicaram que individuos sem os alelos M1 e M2 do
gene CYP1A1 teriam um efeito protetor com relacdo ao CCR, enquanto que os
individuos 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 relacéo ao gene CYP2C9, o gendtipo N/N (sem as mutacdes *2
e *3) teria um efeito protetor, enquanto que o heterozigoto *3 traria um risco 6

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

A presenca dos alelos M1 e M2 parecem estar relacionados a um pior
prognostico da doenca, enquanto que *3 do CYP2C9 traria um melhor
prognéstico. Maiores estudos sdo necessarios para confirmar esses achados.
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No caso do polimorfismo 1B1*3 do gene CYP1B1, parece nao haver
relagdo com o fenétipo CCR.
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ABSTRACT



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



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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INTRODUCAO



1- Consideracoes Gerais

O céncer ndao é uma doenga unica; constitui um conjunto de
alteracdes, cujo fator comum € o crescimento desordenado de células, que
invadem os 6rgaos e tecidos, podendo provocar metastases em algumas
regides do corpo (PIERCE, 2004).

O Cancer colorretal (CCR) refere-se a uma neoplasia que atinge o
célon e o reto. Apesar das diferencas epidemiolégicas e bioldgicas
existentes entre o cancer do coélon e reto, as duas condicbes sao
combinadas, pois ndo se faz uma separacdo clara dos dois locais
anatémicos; assim, o cancer do colon e/ou do reto & classificado como

cancer colorretal (Winawer et al., 1995).

O CCR é um problema de saude importante devido a sua alta
incidéncia, gravidade e pela tendéncia em ser diagnosticado em estagio
avancado. O CCR é o segundo tipo mais comum de cancer 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 milhdes de pessoas vivas diagnosticadas nos ultimos
cinco anos. Nos paises desenvolvidos a incidéncia de CCR € maior do que
nos paises 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 lesdo maligna
mais freqlente no trato gastrointestinal (Hurstone et al., 2000),
caracterizando a segunda causa de morte relacionada com céancer. 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 o0s sexos se desenvolvem no aparelho digestivo e,

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

As estimativas de incidéncia de cancer no Brasil para o ano de
2006, publicadas pelo INCA, apontam o cancer colorretal como o quinto
tumor maligno mais freqiente entre homens (com 11.390 casos novos) e
quarto entre as mulheres (13.970 casos novos). A maior incidéncia de casos
ocorre na faixa etaria entre 50 e 70 anos, mas as possibilidades de

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

Melhores chances de cura ocorrem quando ha o diagndstico
precoce da doenca, o que acontece na minoria dos casos, embora o CCR
apresente uma lesao precursora benigna — o pélipo adenomatoso — e a sua
identificacdo e remoc¢ao reduzem a mortalidade pela doenga (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
distribuicdo mundial pode estar correlacionada com a idade da populagéo, ja que o

CCR acomete principalmente em faixa etaria alta.

2- Aspectos Clinicos

O CCR usualmente se apresenta como um conjunto de sinais e
sintomas que incluem anemia, dor abdominal, massa abdominal, melena,

constipacao, diarréia, nauseas, vomitos, fraqueza e tenesmo (INCA, 2007).

A sobrevida € influenciada principalmente pelo comprometimento
linfonodal e pela profundidade de infiltragdo da neoplasia na parede intestinal

(Freitas et al.,1997). Esses fatores sdo classificados no sistema TNM, que
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considera a extensdo do acometimento do tumor na parede do célon e em
tecidos e drgados adjacentes (T), comprometimento linfonodal (N) e a
identificacdo da presenca ou auséncia de metastases em érgaos a distancia
(M). Cinco grupos de pacientes podem ser identificados por este sistema
(estadios 0, I, Il, Il e IV), sendo que as maiores probabilidades de
sobrevivéncia sdo observadas naqueles com os estadios 0 e | € as menores
probabilidades de sobrevivéncia com o estadio IV da doenca (ZINKIN,
1983). O sistema TNM é o principal elemento que norteia a indicagdo de

tratamento coadjuvante (Greene et al., 2002).

O tratamento do CCR é muliidisciplinar e consiste de
procedimento cirurgico, quimioterapia e radioterapia, sendo as duas ultimas
terapias associadas a cirurgia. A ressecacao cirurgica do local afetado e a
realizacdo de uma colostomia permanente € a mais freqlente e efetiva
terapia para o CCR. O tratamento adjuvante € empregado quando o
tratamento cirdrgico tem carater curativo e visa minimizar os riscos de
recaida local e a distancia. As modalidades de tratamento adjuvante
recomendadas sdo a quimioterapia, em CCR e radioterapia em tumores do
reto (Nelson et al., 2001).

Existe uma associacdo entre o padrdo da dieta e o CCR. Os
principais fatores de risco para CCR séo dieta com alto teor de gordura,
carne vermelha, baixo teor de calcio e fibras, obesidade, sedentarismo e
ingestdo exagerada de bebida alcodlica (Turner et al., 2004). Mais de 90%
do CCR ocorrem em individuos com mais de 50 anos, entretanto, 75%
ocorrem em individuos 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 interacédo
entre fatores genéticos e ambientais, sendo a contribuigdo exclusivamente

genética responsaveis por apenas 5% de todos os tumores. A fracéo
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restante pode ser atribuida a fatores ambientais externos que atuam em
conjunto com a suscetibilidade genética (Gertig & Hunter, 1998).

3-Aspectos Ambientais

O papel dos fatores ambientais no céncer é sugerido por
diferencas na incidéncia de canceres especificos por todo 0 mundo. Ha forte
evidéncia da influéncia de fatores ambientais no CCR. Muitos estudos
epidemioldgicos demonstram que o risco de cancer em migrantes de areas
de baixo risco para areas de alto risco de cancer aumenta ao nivel do risco
de seu novo pais na proxima geracao € que esse aumento ainda poderia
ocorrer em até uma década. Além disso, as taxas crescentes de incidéncia
do CCR em paises em desenvolvimento nas udltimas décadas
provavelmente sdo resultado de mudancas de fatores exdgenos como a
dieta e o estilo de vida ou mesmo o envelhecimento da populacao (Slattery
et al.,2004).

No Japdo as taxas gerais de cancer sdo consideravelmente
menores que no Havai. Entretanto, em uma Unica geracéo japonesa apos a
migragdo para o Havai, essas pessoas desenvolveram cancer em taxas
similares as dos havaianos nativos (PIERCE, 2004).

Alguns fatores ambientais parecem agir como carcinégenos
diretos ou aumentar a freqiéncia de mutacées somaticas, predispondo ou
determinando o aparecimento da neoplasia (Harden et al.,1995; HILL,
1995). Embora o CCR nao seja visto como uma doenca ocupacional, foi
observado o aumento de sua ocorréncia em trabalhadores expostos a
metais, plasticos, fibras de vidro e solventes (Schottenfeld et al.,1980;
Swanson et al.,1985), sugerindo que a exposicao a estes agentes possa

influenciar a origem da doenca.
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Existe uma associacdo entre o padrdo da dieta e o CCR. E
possivel que os proprios alimentos constituam uma fonte de substratos que
possa ser metabolizados por bactérias do célon, por enzimas presentes na
mucosa colonica (De Waziers et al.,1991). Dentre esses substratos estao os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), como o benzopireno,
produzidos entre outras formas, pela exposicao de carnes a temperaturas
de pirdlise durante o cozimento (Schiffman & Felton, 1990; Gerhardsson et
al.,1991).

Componentes especificos da dieta, derivados de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e aminas heterociclicas foram propostos como

fatores de risco especificos 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 (lonov et al., 1993; Guillem et al.,1995) e a desregulacéo de

sinais das vias de transducao parecem estar associados a doenca.

Anormalidades génicas de alta penetrancia, particularmente as
mutac¢des nos genes adenomatosis polyposis coli (APC), mut L homolog 1,
colon cancer e nonpolyposis type2 (MSH2) foram descritas em pacientes
com CC familiar (Burt et al., 1990; Burt & Groden, 1993; Peltomaki et al.,
1993). Mutacbes em oncogenes, como o Harvey ras (H-ras), no gene
supressor tumoral P53 e polimorfismos de genes associados com o
metabolismo de carcindbgenos, como 0s genes da superfamilia de enzimas

Citocromo P450 podem parecer estar associados ao CCR.

O estudo de variagcdes interindividuais na capacidade de
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metabolizacdo de xenobibticos, entre os que se encontram diversas drogas,
carcindgenos, pesticidas e alcaldides etc., permitiu a identificagdo de
inumeros polimorfismos genéticos, que afetam os niveis de expressao ou a
atividade catalitica dessas enzimas (Santiago et al., 2002). A metabolizacao
xenobibtica ocorre através de dois tipos de enzimas. As de metabolismo
mediado pelas oxidases de fungcado mista — ou de Fase | e as enzimas de

conjugacao ou fase Il (Hou et al.,2005).

4.1- Citocromo P450

A super-familia de genes do citocromo P-450 representa uma das
principais classes de biotranformacao da Fase |, através de suas mais de
500 isoenzimas (tabela 2).

Tais enzimas participam tanto da biossintese, como da
degradacao de esterdides, acidos graxos, aminas e metabdlicos vegetais
(INGELMAN-SULDBERG, 2002). Devido a importancia do seu papel na
ativacdo de inumeros procarcindbgenos, pesquisa extensiva tém sido
concentrada na relacdo entre a distribuicdo de variantes polimérficas de
diferentes isoenzimas de P-450 e a suscetibilidade ao cancer, tendo sido
principalmente avaliados os genes CYP1A1,CYP2D6, CYP1B1 e CYP2C9.

O complexo do Citocromo P450 esta altamente distribuido em
animais, plantas e protistas e existe na natureza desde antes a divisdo 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 absorcao de 450nm. Posteriormente, em 1964, foi nomeado

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

Foram descritas 74 familias, das quais 14 estdo presentes em

mamiferos e ainda siao subdivididas em 26 subfamilias. Nos mamiferos sao
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encontradas em grande variedade de 6rgéos, glandulas e tecidos, podendo-
se destacar o cérebro, testiculos, mucosa intestinal e figado (Santiago et al.,
2002; CON, 2005).

Tabela 1: Principais CYP humanos e substratos em que atuam

Subfamilia Enzima Substrato

CYP1A 1A1 Hidrocarbonetos Arométicos Policiclicos
1A2 Cafeina, fenacetina
CYP1B 1B1 Alguns hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, 17 b-
estradiol
CYP2A 2A6 Cumarina, nicotina, nitrosamina encontrada no tabaco

CYP2B 2B6 4-hidroxilagao de ciclofosfamida
CYP2C 2C19  S-Mefenitoina, omeprazol, diazepam, certos herbicidas
2C9 Fenitoina, drogas anti-flamatorias,
2C8 acido retinoico, HPAs
CYP2D 2D6 Antipertensivos, antidepresivos
CYP2E 2E1 Alcool, tetracloreto de carbono
CYP3A 3A4 60% de drogas usadas clinicamente como eritromicina,
lidocaina, cortisol, testosterona
3A5 Mesmo padrao de substratos que CYP3A4
3A7 Forma fetal: metaboliza substratos de CYP3A4
CYP4A 4A1 Acidos graxos, clofibrato

(Santiago et al., 2002)

O Citocromo P450 funciona como uma monoxigenase, ou seja,
cataliza reacbes onde somente se incorpora um atomo de oxigénio e o outro
reduz em H,0O. Utiliza substratos para atuar como redutores dos atomos de
O,, e principalmente aceita um dos oxigénios e em contraste proporciona
atomos de H para reduzir o outro em H,O (Figura 1).
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Figura 1: Mecanismo de acao do citocromo P450. Hidroxilacdo de uma droga
lipossollveis por agdo do citocromo P450. O produto R, OH aumenta a solubilidade em
agua, facilitando sua excrecao (adaptada de Santiago et al.,2002)

De fato, diferengas individuais na expresséo das formas de P450
causam variagcdo marcante no nivel de carcindgenos ativados na célula.
Sabe-se que a expressdo e a atividade dessas enzimas sédo regulada por

mecanismos genéticos distintos.

Os polimorfismos de P450 e a suscetibilidade ao cancer podem
estar associados ainda pelo fato dessas isoenzimas participarem também
de transformacédo de compostos endogenos relevantes durante o processo
de diferenciacdo da célula transformada, até o estagio maligno (Louro et al.,
2002).

4.2- O gene CYP1A1

O gene CYP1A1, localizado no cromossomo 15, regido 15922.24
codifica a enzima P4501A1, uma isoenzima de P450 que catalisa a
oxidacao de HAPs (Kawajiri, 1986).
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A inducédo de CYP1AT1 ocorre via ligacdo do composto indutor ao
receptor de aril hidrocarboneto hidroxilase (AHH), o receptor ativa entdo a
transcricdo de varios genes que codificam proteinas envolvidas na
metabolizacdo de xenobiodticos (DALY,2003).

A enzima CYP1A1 é considerada primariamente uma enzima
extra hepatica em humanos, sendo induzida no pulmao, linfécitos e na
placenta apds exposicdo aos HPAs, incluindo aqueles presentes na fumaca
do cigarro (Sivaraman et al., 1994)

A bioativacdo de varios HPAs ¢é iniciada com a estimulacdo do
receptor AHH e esse, por sua vez, ativa a transcricdo da P4501A1, epdxido
hidrolase e outras enzimas. Além dos HPAs, a CYP1A1 é também induzida
por xenobidticos. A atividade catalitica e 0 modo de indugcédo de CYP1A1
parecem ser altamente conservados em animais superiores, confirmando
sua importante funcao fisiologica. O padrdo de atividade e capacidade
indutora desta enzima em humanos, relacionada a formagéo de metabdlitos
de HAPs capazes de reagir com a molécula de DNA &, portanto, de grande
importancia para a estimativa do risco de desenvolvimento de Céancer
(Slattery et al.,2004).

Cerca de 10% da populacdo caucasoéide apresenta uma forma
polimérfica da enzima CYP1A1 a qual vém sendo associada ao risco de
neoplasias de brbénquios, laringe e cavidade oral, particularmente em

individuos fumantes (Nebert et al.,1996).

O gene CYP1A1 tem 7 exons distribuidos em 6 Kb de
comprimento. Produz um mRNA de 2601 bp. Os polimorfismos M1 e M2
foram identificados e tém sido associados ao aumento da atividade da
enzima e ao aumento da ativacdo de carcinégenos aumentando o risco de
cancer (Slattery, M.L, 2004)
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O CCR parece ter seu risco influenciado pelo polimorfismo Mspl,
enquanto outros envolvendo os canceres das vias aéreas e de mama
sugerem auséncia desta associacdo (Bailey et al.,1998).0Os polimorfismos
no gene CYP1A1 esta associado com um significante aumento no risco de
CCR na populacao Japonesa, mas pode haver incidéncia alta em outras
populacdes. (Slattery et al.2004).

4.3- O gene CYP1B1

O gene CYP1B1 esta localizado no cromossomo 2, na regiao
2p22p21 e possui 3 éxons e 2 introns (Tang et al.,1996). O RNAm
CYP1B1, aparentemente ndo € expresso no figado, mas em tecidos
extrahepéaticos, incluindo coracdo, rim, préstata, ovario, colo do Utero e

glandulas mamarias (Guengerich et al., 2003).

O CYP1B1 ativa varios carcindogenos ambientais nos tecidos
epiteliais (Sasaki et al., 2004). Componentes de substancias
procarginogénicas requerem a ativacao metabdlica de enzimas oxidantes,
para serem transformadas potencialmente carcindgenas. Estudos anteriores
mostraram que os polimorfismos no CYP1B1 induzem a hiperativagcdo da
atividade metabdlica e aumentam a incidéncia de varios canceres
(Guengerich et al., 2003).

Varios polimorfismos foram descritos no gene CYP1B1. O
polimorfismo CYP1B1*3, aumenta a atividade enzimatica do gene CYP1B1,
este aumento foi demonstrado em alguns céanceres, incluindo o CCR
(Gibson et al., 2003).

Estudos relataram a associagdo do CYP1B1 com o cancer de
pulmao, rim, cérebro, mama e CCR (Chang, et al., 2005).
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4.4-0 gene CYP2C9

O gene CYP2C9 pertence a familia CYP2C e foi mapeado no
cromossomo 10, regido 10924 (Gray et al, 1995). Ele participa do
metabolismo de importantes drogas como as fenitoina, S-warfarina,
tolbutamide, losartan, torasemida e antinflamadrios néo esterdidais (AINES),
incluindo o diclofenaco (Leung et al., 2001; Liao et al.,2007)

A subfamilia CYP2C representa 20% dos citocromos encontrados
no figado humano, sendo que a CYP2C9 também é expresso no epitélio
intestinal humano (Goldstem & Morais, 1994). O gene CYP2C9 esta
envolvido na bioativacdo de varios carcinégenes como PAHs e aminas
heterociclicas aromaticas (SCHWARZ, 2003). Foram descritos 30 alelos
CYP2C9 em humanos, dos quais dois apresentam maior freqiéncia o
CYP2C9*2 (Arg144Cys), CYP2C9*3 (lle359Leu).

A atividade enzimatica estd relacionada a presenca de
polimorfismos no gene CYP2C9. Individuos que possuem o alelo selvagem
CYP2C9*1 mostram elevada capacidade metabdlica, quando comparados
com os alelos variantes CYP2C9*2 e CYP2C9*3. Em caucasédides foram
relatados a frequéncia de 8 a 12,5% do alelo CYP2C9*2 e 3 a 8,5% do alelo
CYP2C9*3. A analise in vitro, mostrou que a presenca do alelo CYP2C9*2 e
CYP2C9*3, diminuem 30 e 80%, respectivamente, a atividade metabdlica
da enzima CYP2C9. A diminuicao da atividade metabdlica da enzima
CYP2C9 foi associada com o aumento do risco de adenoma cancer
colorretal, principalmente na presenca do habito tabagista (Tranah, 2005).
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5-CITOCROMO P-450 E CCR

Dados epidemiolégicos atestam a importancia dos fatores
ambientais na patogénese do CCR. Esses fatores ambientais incluem a
ingestao e inalacdo de carcindbgenos e a interacdo desses com enzimas
bacterianas. A maior parte dos carcindbgenos ambientais sdo potencialmente
fracos, mas quando metabolizados no organismo se tornam potencialmente

mutagénicos (figura 2) (Butler et al., 2001).
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Figura 2: Representacdo esquematica da influéncia dos fatores que conferem
suscetibilidade no processo de carcinogénese ambiental, iniciando-se com a exposicao
ambiental, ocupacional, terapéutica e/ou enddgena aliadas ou ndo ao estilo de vida
(habito tabagista e dieta). Os compostos mutagénicos/carcinogénicos presentes
interagem com a molécula de DNA, RNA e proteinas e podem causar lesdes que,
somadas as possiveis alteracbes em genes criticos (preexistentes ou ndo), levam ao
desenvolvimento do cancer. Sabe-se que toda esta via pode ser influenciada por outras
condicdes, tais como etnia, idade, sexo, estado de saude (doencas cronicas, desnutricao)
e ainda por polimorfismos genéticos.
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As suscetibilidades individuais, baseadas nos polimorfismos
dos genes que influenciam a ativacéo ou inativagao de carcinégenos, tém
mostrado aumento de risco para o surgimento canceres (Filho & Zago,
2005). A maior parte dos polimorfismos genéticos relatados na
epidemiologia de cancer regulam a agdo de enzimas metabdlicas e de
reparo do DNA (Butler et al., 2001). Varios estudos relatam a presenca
dos polimorfismos dos genes CYPs em canceres de pulméao, esbéfago,
rim, endométrio e CCR. Recentemente, muitos estudos relacionam a
presenca de polimorfismos genéticos e o risco para o CCR (Chen et al.,
2005).
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T OBJETIVOS



Avaliar a prevaléncia dos polimorfismos M1, M2 no gene CYP1A1,
1B1*3 no gene CYP1B1, 2C9*2 e 2C9*3 no gene CYP2C9 em individuos
com adenocarcinoma colorretal esporadico em relacgdo a uma amostra

controle.

Correlacionar a presenca desses polimorfismos com o habito

tabagista e o estadiamento clinico da doenca.
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Foram estudados todos os pacientes com CCR que foram
diagnosticados com adenocarcinoma esporadico, por ocasiao do
diagndstico 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 com alteracdes intestinais,
antecedentes familiais de CCR e aqueles que ndo aceitaram participar do

estudo proposto.

O 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 CCR, e que ndo apresentaram doencas consideradas pré-neoplasicas,
como polipose familiar, sindrome de Lynch e doencas inflamatérias

intestinais.

1-Aspectos éticos

Os procedimentos foram realizados apds a aprovacado do Comité
de Etica e Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
(Parecer 64/2006).

2-Avaliacao clinica

Os dados relativos a identificacédo, idade, sexo, etnia, os exames

laboratoriais necessarios ao diagnéstico, a determinacao do tipo histolégico
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e do grau de diferenciagdo do estadio do tumor foram obtidos a partir dos

prontuarios de cada paciente.

Foram considerados tabagistas os pacientes que mantiveram o
hébito tabagista até o momento do diagnéstico do CCR ou que pararam de
fumar pelo menos cinco anos antes. Foram considerados n&o tabagistas
aqueles que nunca fumaram, ex-tabagistas, ou seja, aqueles que
mantiveram o habito tabagista até, no maximo, cinco anos antes do

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

O estudo foi constituido por um grupo de pacientes com CCR e
um grupo controle, O diagnéstico do CCR foi realizado em cortes
histolégicos de fragmentos do tumor incluidos em parafina e corados por
hematoxilina e eosina e a classificacdo do grau de diferenciagcdo do tumor
foi realizada de acordo com o proposto por Broders, 1925.

Foi considerada a localizacdo do tumor descrito no exame
anatomo-patolégico da peca cirurgica. Foram considerados como proximais
os tumores localizados em coélons ascendestes, transverso ou

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

O estadiamento do tumor foi realizado com base nos resultados
obtidos do exame histolégico da peca cirurgica, ultra-sonografia, tomografia
computadorizada do abdome e pelve, Raio-X do térax e dos achados intra-
operatorios, de acordo com o proposto por Zinkin, 1983 e Astler & Coller
(1954) para os sistemas TNM e Astler-Coller respectivamente (Anexo |, Il e
[1).

Os pacientes foram distribuidos de acordo com a idade, sexo,
etnia, habito tabagista, localizacdo do tumor, estadios TNM e Astler Coller e
o grau de diferenciagao do tumor.
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Para caracterizacdo do grupo controle foram relacionadas
informagdes com relagdo a idade, sexo, etnia e historico clinico e familiar
através de interrogatorio. Baseado nessas informacodes fez-se a distribuicao

dos individuos em faixas.
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Foi realizada a coleta de sangue periférico para a extragcdo do DNA e
subseqlente andlise molecular por Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) e digestdao com enzimas de restricdo especificas.

1-Extracao de DNA

Procedemos a extracdo de DNA gendmico conforme o método

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

Dois tubos Vacuntainer com cerca de 5 mL de sangue periférico
foram coletados, contendo, cada um deles EDTA 15% para impedir a
coagulacdo sanguinea. A amostra foi centrifugada por 10 minutos a 2.000
r.p.m. a temperatura ambiente para a separacao e retirada do plasma. Em
seguida, uma aliquota de 500 uL do sedimento foi transferida para um tubo
eppendorf de 1,5 mL. A essa aliquota foi adicionado 1,0 mL de tampéo de
lise celular (Sacarose 320mM, Tris - HCI pH7,5 10mM, MgCl, 5mM, Triton
100X). A solucéo foi entdo homogeneizada por 10 a 15 segundos e levada a
centrifuga a 8000 r.p.m. por 5 minutos. Apdés a centrifugacdo o
sobrenadante foi cuidadosamente descartado, por inversdao do tubo. Esse
processo foi repetido por duas vezes. Ao precipitado formado foram
adicionados 395uL de tampéo de digestao (Tris - HCl pH 7,5 EDTA 10mM,
10mM, NaCl 10mM, SDS 0,5%) e 5 uL de proteinase K (20mg/mL). A
reacado entdo foi homogeneizada e incubada em banho-maria a temperatura
de 55°C. Ap6s 2 horas, foram adicionados 200 uL de LiCl 7,5N em cada
amostra e as solugbes foram levadas a temperatura de — 20°C por 15
minutos. ApoOs esta etapa, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos
a 13.000 r.p.m. e o sobrenadante foi transferido cuidadosamente para novos
tubos. Apéds a transferéncia, foi adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado e
o tubo foi invertido até formacdo de um precipitado visivel. Foi realizada

uma centrifugacdo a 13000 r.p.m. por 5 minutos e o0 sobrenadante foi
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desprezado por inversdo do tubo. Ao precipitado foi adicionado 1mL de
etanol 70% e nova centrifugagédo foi realizada (13000 r.p.m./5 min). O
sobrenadante foi novamente descartado. O DNA obtido foi deixado a
temperatura ambiente para a evaporacdo do etanol residual e
ressuspendido em agua estéril. A eficiéncia da extracao foi avaliada em gel

de agarose a 0,8%.

2- Amplificacao Génica

A PCR, Reacdo em Cadeia da Polimerase, consiste em uma reacao
ciclica, onde ha variacdo de tempo e temperatura, que resulta na amplificacdo do
material genético, ou seja, na obtencdo de varias cépias do fragmento desejado.
Para que ocorra a amplificacdo é preciso que participem da reacdo, além do DNA
gendmico, a partir do qual esta sera feita; uma solucdo de desoxinucleotideos
(dNTP), que servem de matéria-prima para a confeccao das novas cadeias de DNA;
a Taq DNA polimerase, enzima responsavel pela amplificacao; cloreto de magnésio,
co-fator da enzima; os primers, que flanqueiam a regiao de interesse, e um tampéao
para dar condigdes 6timas a reagdo. O ciclo da PCR é composto pelas seguintes
fases: uma de desnaturacdo, na qual ocorrera a separacado da dupla fita de DNA,;
uma de anelamento, na qual ocorre a hibridizacao dos primers, e uma de extensao,
onde ocorre a amplificacao propriamente dita da seqiéncia de interesse. A PCR foi
realizada com a utilizacao de 10mM de Tris-HCI ph 8.4, 3,0 mM de MgCI2, 50mM de
KCIl, 0.4 mM de cada nucleosideo trifosfato, 2uL de DNA gendnimo de cada
individuo e 400 ng de cada iniciador. Os primers que foram utilizados estao
descritos na tabela 2. As temperaturas de desnaturacdo, anelamento e extensao
estdo descritas na tabela 3.
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Tabela 2: Seqliiéncia dos primers utilizados para amplificacao génica

Gene Polimorfismo Sequéncia Referéncia
Sense 5 CAG TGA AGA GGT GTAGCC GCT & Song et al.;
M1 Anti-sense 5 TAG GAG TGT TGT GTC ATG CCT 3 2006
CYP1A1 Sense 5' TTC CAC CCG TTG CAG GAT AGC C3' Song et al.;;
M2 Antisense 5 CTG TGT CCC TCT GGT TAG AGG AAG 3 2006
Sense 5TCA CTT GCT TTT CTC TCT CC 3’ Lai et al.;
CYPIB1 1B1*3
Anti-sense 5AAT TTC AGC TTGCCTCTTG 3’ 2001
o Sense 5TAC AAA TAC AAT GAA AAT ATC ATG 3’ Taube et al.;
Anti-sense 5'CTA ACA ACC AGA CTC ATAATG 3’ 2000
CYP2C9
" Sense 5'AAT AAT AAT ATG CAC GAG GTC CAG AGG TAC3 Taube et al.:

Anti-sense GAT ACT ATG AATTTGGGACTTC3 2000
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Tabela 3: Descricao das temperaturas de desnaturagéo, anelamento e extenséao dos polimorfismos estudados

Desnaturacao  Numero 5 Extensao
Polimorfismo o ¢ ] Desnaturagao ppejamento  Extensdo ] Referéncia
Inicial Ciclos Final
94° C 94°C 61°C 72°C 72°C
. 30X . . . . Song et al.; 2006
M1 (5 minutos) (1 minuto) (1 minuto) (1 minuto) (10 minutos)
94°C 94°C 65°C 72°C 72°C
. 35X . Song et al.; 2006
M2 (5 minutos) (30 segundos) (30 segundos) (30 segundos) (10 minutos)
94° C 94°C 60°C 72°C 72°C .
. _ 40X _ Lai et al.; 2001
1B1”3 (5 minutos) (30 segundos) (30 segundos) (40 segundos) (7 minutos)
94° C 94°C 58°C 72°C 72°C
. . 35X . Taube et al.; 2000
2092 (5 minutos) (30 segundos) (30 segundos) (40 segundos) (7 minutos)
94° C 94°C 56°C 72°C 72°C
. . 35X . Taube et al.; 2000
2093 (5 minutos) (30 segundos) (30 segundos) (40 segundos) (7 minutos)
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3- Digestao enzimatica

Apdés a PCR, as amostras foram submetidas a digestdo com
enzima de restricdo especifica, eletroforese e interpretagdo dos resultados.
As enzimas utilizadas e os tamanhos dos fragmentos estdo sumarizadas na
tabela 4. Nas figuras 3 a 7 encontram-se figuras das eletroforeses das
digestdes enzimaticas especificas para a detecgdo das mutacdes. Os
tamanhos dos fragmentos estdo sinalizados nas figuras e a relacao dos

fragmentos normais e mutantes de cada mutacao na Tabela 4.

Tabela 4: Descrigcdo das enzimas utilizadas na digestao enzimatica

Fragmento Normal Fragmento Mutante
Gene Polimorfismo  Enzima

M1 Mspl 340pb 200 e 140pb
CYP1A1
M2 BsrDI 204 pb 149 e 55bp
CYP1B1 1B1*3 Eco571 650 pb 310 e 340 pb
2C9*2 Avall 251pb 229 pb
CYP2C9
2C9*3 Nsil 160pb 140 pb
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Figura 3: Eletroforese polimorfismo M1

200ph

140ph

1-marcador de 100pb.
Z-amostra heterozigato M1,
3- amastra homozigoto

4- amnstra aleln selvagem

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

650ph ———»

340ph
30ph ——»

1-amostra homozigoto

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

Figura 6: Eletroforese polimorfismo 2C9*2

4— 251pb

4— 220pb

1-marcadar de 100ph

2- amostra alelo selvagem
3- amostra heterozigoto
4- amostra heterozigoto
S-amostra homozigoto
B-arnostra alelo selvagem
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Figura 7: Eletroforese polimorfismo 2C9*3

1-amostra homozigoto
P-amostra heterozigoto
3-amostra alelo selvagem
4- amostra alelo selvagem
5- marcador de 500b
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4- Analise estatistica

O significado das diferencas estatisticas entre grupos foi calculado
por meio do “Chi-Square Test Statistic”.

As determinacdes dos riscos de ocorréncia do CCR, 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
paciente e controles e como variaveis independentes a idade, o sexo ,

habito tabagista e os gendétipos.

Todas as analises foram realizadas com a utilizagdo do programa
estatistico Exacttest (EDN Data) e a regressao logistica multivariada no
programa Ploner et al. (2006) versao 1.06
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e RESULTADOS



1- Caracterizacao da amostra

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

etnia e o habito de fumar estado resumidos na tabela 5.

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

sexo, a etnia e o habito tabagista.

Variaveis Numero de pacientes (%)

Idade (anos

<60 52 (51,0)

>60 50 (49,0)
Sexo

Masculino 55 (53,9)

Feminino 47 (46,1)
Etnia

Caucasoide 90 (88,3)

Negréide 10 (9,8)

Asiatica 2(1,9)
Habito de fumar

Tabagista 32 (31,4)

Nao Tabagista 10 (9,8)

Ex-Tabagista 60 (58,8)

A idade de manifestagcdo da doenga nos pacientes variou de 24 e 83

anos (média de 58,9; com desvio padrao de 13,6 anos; mediana 59,0 anos). Cerca
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de 25,5% da casuistica foi constituida por pacientes com idade de manifestacao
menor do que 50 anos. A Distribuicao da idade ao diagnéstico dos pacientes esta
apresentada no Grafico 1.

No grupo controle a idade dos individuos variou entre 50 e 60 anos
(média de 53,9; desvio padrdao de 2,9 anos; mediana: 53,0 anos). Cento e trés
foram do sexo feminino e Cento e vinte sete foram do sexo masculino. Cento e

noventa e oito caucasoides, trinta e um negréides e um asiatico.

Idade ao diagnéstico

90
80
70
60
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Grafico 1: Distribuicao da idade de manifestagdo do CCR em 102 pacientes.
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A distribuicao dos pacientes por sexo mostrou um discreto predominio
da doenca em pacientes do sexo masculino em relagdo aos do feminino. Ja a
distribuicdo dos pacientes por etnia e habito tabagista mostrou que a doenca

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

As distribuicoes dos 102 pacientes com CCR incluidos no estudo, de
acordo com os aspectos anatomo-patolégico do tumor, estdo apresentadas na
Tabela 6.

A distribuicdo dos pacientes por localizagdo do tumor mostrou que

cerca de dois tercos da amostra ocorreu em localizacao distal no célon.

As distribui¢cdes dos pacientes por estadios dos sistemas TNM e Astler-
Cooler mostraram que cerca de metade do nimero deles apresentou a doengas
em estadios avancados (lll e IV, C1 e C2, respectivamente). Os estadiamentos do
tumor ndo foram realizados em alguns pacientes devido a falta de dados relativos
a extensdao e ao acometimento de linfonodos ou 6rgdos a ele adjacentes ou
distantes.

J& a distribuicao por tipo histoldégico do tumor mostrou que em apenas

11,8% da amostra ele foi pouco diferenciado.
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Tabela 6: Distribuicao dos 102 pacientes com CCR de acordo com a localizacao,
o estadiamento e a diferenciagdo do tumor.

Variaveis Numero de pacientes (%)

Localizacao do tumor

Proximal 31 (30,4)
Distal 68 (66,7)
Mais de uma 3(2,9)
Estadio TNM
I 6 (15,7)
I 1(30,4)
Il 25 (24,5)
\% 23 (22,5)
N&o identificado 7 (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)

Diferenciacao 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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2- Analise dos polimorfismos nos genes CYP1A1, CYP1B1 e CYP2C9

2.1- Polimorfismo M1 no gene CYP1Af1
A freqiéncia génica do alelo M1 foi de 0.21 nos individuos
portadores de CCR e 0.8 nos individuos do grupo controle (Tabela 8).

A FreqUéncia Genotipica do polimorfismo M1 do gene CYP1A1

esta resumida no grafico 2.

Tabela 7: Prevaléncia do alelo M1 em uma amostra de portadores de CCR
esporadico e em uma amostra controle.

Numero de Alelos (%)

Alel —
elo Individuos CCR Grupo Controle
M1 43 (21) 37 (08)

Nao M1 161(79) 423 (92)

Total 204 460

X (1)° TS = 21,45 P=0,0000036
Prevaléncia do polimorfismo M1 do gene CYP1A1

100% 1

90% |
S80% 68%

[«
£70%-

©60%-

50%]
240%- oo,
‘%30%— . ] (oo
u=:20°/o* 5% 2%

00/0 T T T
- -/M1 M1/M1
‘IPacientes OGrupo Controle ‘

Grafico 2: Prevaléncia Genotipica do polimorfismo M1 do gene CYP1A1 nas
amostras teste e controle.
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2.2- Polimorfismo M2 no gene CYP1A1

A prevaléncia do alelo M2 foi de 25% nos individuos portadores de CCR

e 9% nos individuos do grupo controle (Tabela 9). A freqiiéncia genotipica do

polimorfismo M2 do gene CYP1A1 esté resumida no grafico 3.

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

Numero de alelos (%)

Alelo Individuos CCR Grupo Controle
M2 51 (25) 42 (09)
N&o M2 153 (75) 418 (91)
Total 204 460

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

90%:
80%1
70%-1
60%-1
50%-1
40%-
30%
20%:
10% 1

Frequéncia Genotipica

Prevaléncia do polimofismo M2 do gene CYP1A1

85%

62%

26%

11% 129

3%

0%

-/IM2 M2/M2

‘IPacientes OGrupo Controle ‘

Grafico 3: Prevaléncia Genotipica do polimorfismo M2 do gene CYP1A1 na
amostra teste e controle.
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2.3- Distribuicao Genotipica dos alelos M1 e M2 no gene CYP1A1

Como os polimorfismos M1 e M2 ocorrem no mesmo gene, na verdade
eles sdo alelos e por isso devem ser analisados em conjunto (Tabela 10). Tanto a
amostra de pacientes, como a controle, ndo se encontram em equilibrio de
Hardy-Weinberg (x z° = 8.54 P< 0.05 e % (3° = 30.13 P<0,00001).

Tabela 9: Distribuicao genotipica dos alelos M1 e M2 do gene CYP1A1 em uma
amostra de portadores de CCR esporadico e na amostra controle.

Numero de Alelos (%)

Alelo Individuos Grupo x> P OR (IC)
CCR Controle

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(035) | 7.17 0.007 | 3.70 (1.35-10.30)
Total 102 230

2.4- Polimorfismo 1B1*3 no gene CYP1B1

xXe

?= 60,81 P=0,00000000

A freqiéncia génica do alelo 1B1*3 foi de 0.14 nos individuos
portadores de CCR e 0.16 nos individuos do grupo controle (Tabela 11).
Tanto a amostra de pacientes, quanto a amostra controle estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg (x (2)2 = 5.57; P=0,061 e X(g)z = 0.13; P=0.94,
respectivamente). A Frequéncia Genotipica do polimorfismo 1B1*3 do gene

CYP1B1 esta resumida no grafico 4.
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Tabela 10: Prevaléncia do alelo 1B1*3 na amostra analisada.

Numero de Alelos (%)

Alel —
elo Individuos CCR Grupo Controle
1B1*3 28 (14) 74 (16)
Nao 1B1*3 176 (86) 386 (84)
Total 204 460
X (1)2 corr.Yates — 044 P=0,50
Prevaléncia do polimorfismo 1B1*3 do gene CYP1B1
s0% 70%
70%-
8
5 60%
2 50%
S
g 400/0’ 28%
<§ 30% .
§ 20% 1 i 7% o
10%- ﬁz %
0% ‘
-/[1B1 1B1/1B1
‘I Pacientes O Grupo Controle ‘

Grafico 4: Prevaléncia Genotipica 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 freqiéncia génica do alelo 2C9*2 foi de 0.13 nos individuos

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

A Prevaléncia Genotipica do polimorfismo 2C9*2 do gene CYP2C9

esta resumida no grafico 5.

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

Numero de Alelos (%)

Alelo Individuos CCR Grupo Controle
2C9*2 26 (13) 48 (11)

N&o 2C9*2 178 (87) 412 (89)
Total 204 460

X (1)2 corr.Yates — 0,55 P=0,46

Prevaléncia do polimorfismo 2C9*2 do gene CYP2C9

100% | 81% 83%
80%

60% -

40%-

14%
20%- 125 7% 3%

Frequéncia Genotipica

0%

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

M Pacientes O Grupo Controle \

Grafico 5: Prevaléncia 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 frequéncia génica do alelo 2C9*3 nos cromossomos analisados foi de
22% nos individuos portadores de CCR e 7% nos individuos do grupo controle
(Tabela 13). A Prevaléncia Genotipica do polimorfismo 2C9*3 do gene CYP2C9

esta resumida no gréfico 6.

Tabela 12: Prevaléncia do alelo 2C9*3 na amostra analisada.
Alelo Numero de Alelos (%)

Individuos CCR Grupo Controle
2C9*3 44 (22) 30 (07)
Néo 2C9*3 160 (78) 430 (93)
Total 204 460

X (1)2 corr.Yates= 3081 : P=0,0000000

Prevaléncia do polimorfismo 2C9*3 do gene CYP2C9
100% 90%
(1]
9
2  80%]
o
S 60%
0 o
o
o 40% 1 25%,
@D
?',' 20% | 7% 9% 3%
2 | =
OO/O T T T
-/- -/2C9*3 2C9*3/2C9*3
M Pacientes O Grupo Controle \

Grafico 6: Prevaléncia genotipica do polimorfismo 2C9*3 do gene CYP2C9 na

amostra teste e controle.
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2.7- Distribuicao Genotipica dos alelos *2 e *3 no gene CYP2C9

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

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

as amostras de pacientes, como a controle, ndo se encontram em equilibrio
de Hardy-Weinberg (x ° = 9.07 P<0.05, e y @° = 12.82 P< 0,02).

Tabela 13: Distribuicdo genotipica dos alelos *2 e *3 do gene CYP2C9 em uma
amostra de portadores de CCR esporadico e na amostra controle.

Numero de Alelos (%)

Alelo Individuos Grupo x> P OR (IC)
CCR Controle
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 regressdo logistica multivariada verificamos que quando

adicionamos a variavel estadiamento (Grafico 7), o polimorfismo M1 mostrou-se

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

lll e IV e o polimorfismo 2C9*3 para o estadiamento TNM I.
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Os valores no grafico sdo dados como —/n(valor de P corrigido), significa que :
In(0.05) = 3.00, sendo que valores abaixo de 0.05 s&o valores acima de 3.00.

Grafico 7: Andlise por Regressao Logistica Multivariada dos polimorfismos com ¢

estadiamento do tumor

Quando adicionamos a variavel tabagismo ao estadiamento
(Grafico 8), verificamos que apenas os polimorfismos M1 e M2 persistem

como fatores de risco.
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Os valores no grafico sdo dados como —/n(valor de P corrigido), significa que :
-In(0.05) = 3.00, sendo que valores abaixo de 0.05 s&o valores acima de 3.00.

Grafico 8: Anadlise por Regressao Logistica Multivariada dos polimorfismos
associada ao tabagismo dos pacientes e estadiamento.

63



64

DiscussAo



O CCR tem sido 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 esta entre os melhores estabelecidos
dentre as neoplasias malignas, em paises do hemisfério norte. Entretanto, varios
de seus aspectos, como a etiologia e a fisiopatologia, ainda estdo por ser

determinado com exatidao.

Quando nossos pacientes foram distribuidos por idade, notamos que a
idade média de manifestacao, 59 anos, foi semelhante a 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 doenca, em paises desenvolvidos, ocorrem em individuos com idade
maior ou igual a 45 anos. Nao podemos afastar a hipétese de que nos casos com
idade de manifestacdo menor que 45 anos, apesar de nao haver recorréncia
familiar, poderia ter ocorrido mutacédo de novo no gene APC e na verdade tratar-se
de casos hereditarios.

A distribuicdo dos nossos casos por etnia mostrou que a doenca
ocorreu predominantemente em caucaséides, de forma semelhante as descri¢coes
obtidas em paises desenvolvidos(De Chello & Sheehan;2007). Temos sempre que
fazer a ressalva de que a determinacdo da etnia é sempre muito dificil. No
presente estudo, a diferenciagdo entre caucasoide e negroide 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 associagao entre
tabagismo e o risco de ocorréncia 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 co6lon ascendente, transverso e
descendente, e combinacbes de tumores proximais e distais foram identificados

nos 30% restantes. Frequliéncias similares de tumores proximais e distais, 38% e
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62% respectivamente, foram descritas para a doenca em outros paises (Loktionov
et al.,2001).

Quando os nossos pacientes foram distribuidos de acordo com o
estadio da doenca, cerca de metade do numero deles a apresentou em suas

formas mais avangadas, de acordo com descri¢cdes 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. Frequéncias 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 clinicos deste estudo indicam que os
nosso pacientes com CCR apresentaram caracteristicas clinicas e anatomos-
patolégicas do tumor semelhantes as da doenga em paises desenvolvidos e,

portanto, constituiram um grupo representativo da doenga, em nosso meio.

Com relacao a analise dos polimorfismos, verificamos que as mutacoes
analisadas do gene CYP1A1 e CYP2C9, tanto na amostra controle quanto nos
pacientes, ndo se encontravam em equilibrio 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 fendtipo, ao selecionar a amostra controle sem antecedentes familiares
de CCR, estaremos selecionando uma amostra com menor prevaléncia de
mutacdes e o inverso ocorreria na amostra de pacientes. No caso do gene
CYP1B1, como ele parece nao estar relacionado com o fenétipo CCR, sua
mutacdo esta em equilibrio tanto na amostra selecionada quanto no grupo

controle.

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

andlise dos alelos separadamente encontramos uma maior incidéncia dos alelos
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mutantes entre os pacientes. Quando realizamos a andlise por genotipos,
verificamos que no grupo de pacientes temos uma diminuicdo do genoétipo N/N
(sem M1 e M2) e um acumulo dos heterozigotos tanto M1 quanto M2 e de
homozigotos M2, quando comparado ao grupo controle. Com isso, individuos sem
os alelos M1 e M2, teriam um efeito protetor com relagdo ao CCR, enquanto que
os individuos 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 enzimatica. Como podemos avaliar no
Esquema 1, o CYP1A1 estaria envolvido na metabolizagdo dos Hidrocarbonetos
Aromaticos Policiclicos, resultando em varios compostos, sendo que alguns
podem formar adutos no DNA, que levariam a mutacdes, que poderiam
levar a iniciacdo 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 andlise individualizada dos mutantes,
apenas o alelo *3 parecer estar relacionado ao CCR (y (1)° ™Y = 30.81;
P=0,0000000). Tanto o alelo *2 quanto o *3 levam a uma diminuicdo da
atividade enzimatica, mas o alelo *3 seria 0 mais deficitario (80%). Os
genotipos que estariam associados ao fendtipo seriam o heterozigoto e o
homozigoto para a mutagao *3. O gendétipo N/N (sem as mutagdes *2 e *3)
teria um efeito protetor, enquanto que o heterozigoto *3 traria um risco 6
vezes maior (5.90) e o homozigoto *3 , trés vezes. O homozigoto *2
apresentou um P = 0.06 (préximo 0.05- limitrofe), 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 estatisticos. Nosso

achados é similar ao encontrado por Sache et al., 2002.
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Um viés que poderia estar ocorrendo em nossa analise é o fato de
termos em nossa amostra de pacientes 14 individuos com idade inferior a
45 anos. No caso dos polimorfismos M1 e M2 do CYP1A1, refizemos a
analise excluindo esses pacientes, e as associagcdes encontradas
persistiram e até ampliaram a significancia dos valores estatisticos (x (3)2 =
63.25; P=0,0000000). O mesmo ocorrendo com relagdo aos polimorfismos
do gene CYP2C9 y 5° = 44.27; P=0,0000000).

Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos

Benzo(a)pyrene

CYP1A1

BP-4,5-epoxide ¢4— ‘
CYP1A1 CYP1A1
CYP1A2
mEH

v
) 9-OH-BP-
BP-7,8-diol 4,5-epoxide

CYP1A1
CYP3A4

BP-78-diol- _) A dutos no DNA
9,10-epoxide

Mutacio
-

Iniciacio tumoral

Figura 8: Envolvimento de algumas enzimas na metabolizacdo de
Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos.
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Também observamos uma associacdo quanto a presenca dos
polimorfismos M1 e M2 e o grau de estadiamento IV em nossos pacientes, uma
vez que existe uma grande presenca desses polimorfismos nos estadiamentos
mais avancgados da doenca. Ja o polimorfismo 2C9*3 para o estadiamento TNM |,
parecendo estar entdo relacionado com um melhor prognéstico da doenca. Esses
resultados seriam apenas iniciais, sendo necessario estudos de acompanhamento

com maior numero de pacientes em cada estadiamento.
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CONCLUSOES



- Nossos resultados indicam que individuos sem os alelos M1 e M2 do
gene CYP1A1 teriam um efeito protetor com relagdo ao CCR, enquanto que os
individuos 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 relacdo ao gene CYP2C9, o gendtipo N/N (sem as
mutagdes *2 e *3) teria um efeito protetor, enquanto que o heterozigoto *3

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

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

haver relagdo com o fenétipo CCR,

- Nossos resultados sugerem que a presenca dos alelos M1 e M2
parecem estar relacionados a um pior prognostico da doencga, enquanto que *3 do
CYP2C9 traria um melhor prognostico. Maiores estudos sao necessarios para

confirmar esses achados.
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Anexo 1:

Critérios de classificacao do sistema de estadiamento TNM para o

CCR.

Tx Informacdes insuficientes para a avaliagao 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 mucosa prépria

pT3 Tumor ultrapassa a muscular prépria até a subserosa ou
tecidos pericdlicos ndo peritoniais ou perirretais

pT, Tumor se estende diretamente até outros 6rgdos ou tecidos,
ou perfura o peritbneo visceral

N, Informacgdes insuficientes para a avaliacdo de linfonodos
regionais

pPNo Linfonodos sem metastases

PN; Metastases em 1 a 3 linfonodos pericolicos ou perirretais

pN2 Metastases em 4 ou mais linfonodos pericolicos ou perirretais

pPN; Informacgdes insuficientes para a avaliacdo de metastases
distantes

M, Informacgdes insuficientes para a avaliacdo de metastases
distantes

M, Sem metastases distantes

M, Metéastase distante presente
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Anexo 2: Grupos de estadiamento e caracteristicas TNM do CCR.

Estadio Caddigo

Estadio 0 p Tis;pNo,Mo

Estadio | pT1,0No,Mo
PT2,pNO,MO

Estadio I pT3,0No,Mo
PT4spNO!M0

Estadio Il qualquer pT,;N¢,Mo

qualquer pT,;N2,Mg

qualquer pT,;N3,Mg
Estadio IV qualquer pT, qualquer (N, M;

Anexo 3: Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento de Astler-
Coller do CCR

Estadio Invasao
A Tumor confinado a mucosa
B1 N&ao ultrapassa a muscular prépria; sem metastases

em linfonodos

B2 Ultrapassa a muscular propria; sem metastases em
linfonodos
C1 Nao ultrapassa a muscular propria; presenca de

metastases em linfonodos

Cc2 Ultrapassa a muscular propria; presenca de

metastases em linfonodos
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11 - OBJETIVOS

Investigar a presenga das mutagdes ml ¢ m2 no gene CYPIAI, a presenca dos
polimorfismos *2 e *3 no gene CYP2C9 e o polimorfismo no codon 432 no gene CYP1B1 em
uma amostra de 102 individuos com cancer colorretal esporadico e 300 individuos controle

111 - SUMARIO

Neste estudo, sera investigado a presenca das mutagdes ml ¢ m2 no gene CYP1AL, a
presenga dos polimorfismos *2 e *3 no gene CYP2C9 e o polimorfismo no cédon 432 no gene
CYP1BI1, relacionando-os com o grau histologico dos tumores e a apresentagdo clinica da
doenca em 102 individuos com CCR esporadico e 300 individuos controle utilizando material
genético do banco do Laboratorio de Genética Molecular da FCM-UNICAMP. Os dados serdo
analisados através de testes estatisticos adequados.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

E um estudo observacional, prospectivo e analitico que utilizara amostras de pegas do
Banco do Laboratorio de Genética Molecular, o que dispensa a utilizagio do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido. Apresenta orgamento. O protocolo atende a Resolugao
196/96,

V - PARECER DO CEP
O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos

acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
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aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restri¢des o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item [V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Ttem 111 1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo 1 ou 11 apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2 e)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugao CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na 111 Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 28 de margo de 2006.

VICE-PRESID CA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
Comité de Iitioa em Pesquisa - UNICASIP
Bz Lessalia Viels de Canenzo, 126 FONE (1119) 3TRY-8930
Caixa Postal 6111 FAN ((19) 37887187
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Anexo 4: Pacientes portadores Cancer Colorretal esporgadico

Ne Paci . Idade ao CYP1A1 CYP1B1 [ CYP2C9 Estadiamento Habvito Grau de diferenciagd ao

Caso aciente | Sexo [ Etnia Hsti * * * ; adenocarcinoma
diagnéstico | m1 m2 | 1b1*3 |2c9*2|2c9*3 | TNM | Astler-Coller [ Tabagista

29 A.O.S.F. F C 70 -/- +/- -/- -/- +/- Il B2 NT moderadamente diferenciado

30 J.J.S. M N 83 +/+ -/- +/- -/- -/- Y NR NT pouco diferenciado

31 J.T. M C 73 -/- -/- -/- +/- -/- I B1 NT bem diferenciado

32 V.E. M C 59 +/+ -/- -/- -/- -/- \Y; C2 T bem diferenciado

33 M.A.I.P. F C 55 -/- -/- +/+ -/- -/- | B1 T bem diferenciado

34 J.S.M. M C 57 +/- -/- +/- -/- +/- Il C2 NT moderadamente diferenciado

35 M.V. M A 51 -/- -/- +/- -/- +/- 0 A T bem diferenciado

36 L.AR.S. F C 24 +/- -/- -/- -/- -/- Il C2 NT moderadamente diferenciado

37 A.G.S. F C 55 -/- -/- -/- +/- -/- I B1 NT moderadamente diferenciado

38 A.C.S. F C 62 +/- -/- -/- -/- +/- Il C2 NT NA

39 A.C.F. M C 68 -/- +/- -/- -/- -/- Il B2 NT moderadamente diferenciado

40 A.V.F. M C 46 -/- +/- -/- -/- -/-, Il B2 T moderadamente diferenciado

41 L.F.S. M C 70 -/- -/- +/- -/- +/- Il B2 ET bem diferenciado

42 O.P. M C 48 -/- +/- -/- -/- -/- NR NR ET bem diferenciado

43 M.V. F C 70 -/- -/- -/- -/- +/+ Il B2 NT bem diferenciado

44 A.P. M C 45 +/- -/- -/- -/- -/- Il C2 T bem diferenciado

45 O.F. F C 76 +/- -/- -/- -/- +/- Il C2 NT moderadamente diferenciado

46 V.S.C. F N 59 -/- -/- -/- +/- -/- | B1 ET moderadamente diferenciado

47 M.P. M C 49 -/- +/- -/- -/- +/- Il C1 NT bem diferenciado

48 R.S.S. M C 35 -/- +/+ -/- -/- -/- [\ C2 NT moderadamente diferenciado

49 J.O.E. M C 74 -/- +/- -/- -/- +/- Il 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 -/- +/- -/- -/- -/- Il B2 NT pouco diferenciado

53 P.AR. M C 75 -/- -/- -/- -/- +/+ I B1 NT moderadamente diferenciado

54 L.B.O. M C 55 -/- +/- -/- -/- +/- Il C2 NT moderadamente diferenciado

55 L.S. F C 58 -/- -/- +/- -/- -/- I C2 NT moderadamente diferenciado

56 J.AP.C. F C 54 -/- -/- -/- -/- +/+ I B2 T moderadamente diferenciado
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0 Paciente | Sexo | Etnia Idade ao CYP1A1 _[CYP1B1 |CYP2C9 Estadiamento Habito Grau de diferenciagd ao

Caso diagnostico | m1 m2 1b1*3 | 2¢9*2 | 2¢9*3 | TNM | Astler-Coller | Tabagista adenocarcinoma

57 E.M.S. F C 69 +/- -/- -/- +/- +/- Il B2 NT moderadamente diferenciado

58 R.F.R. F C 27 -/- +/- -/- -/- -/- Il NR NT bem diferenciado

59 G.M. M C 68 -/- -/- -/- -/- +/+ Il B2 T moderadamente diferenciado

60 I.T.L. F C 75 -/- -/- +/- -/- +/- | C2 NT moderadamente diferenciado

61 M.I.F.M. F C 67 +/+ -/- -/- -/- -/- Y C1 NT moderadamente diferenciado

62 M.F.C. F C 57 +/- -/- -/- -/- -/- Il B2 T moderadamente diferenciado

63 J.M.A. F N 71 -/- +/+ -/- +/- -/- \Y C2 NT moderadamente diferenciado

64 |MMSS.| F C 40 -/- +/- -/- -/- +/- Il C2 T moderadamente diferenciado

65 E.S. F C 50 -/- +/- -/- -/- -/- NR B2 T moderadamente diferenciado

66 A.C.S. M C 51 -/- -/- -/- -/- +/+ Il B1 T moderadamente diferenciado

67 |G.B.M.N.| M C 36 -/- +/- -/- +/+ -/- NR Cc2 NT pouco diferenciado

68 |R.IN.M.C.| F C 29 +/- -/- -/- -/- -/- 1} C2 NT moderadamente diferenciado

69 B.A. M C 47 -/- +/- -/- -/- +/- Il C2 T moderadamente diferenciado

70 L.B.L. F C 41 +/- -/- -/- -/- -/- 1] B2 NT moderadamente diferenciado

71 E.S.F. F C 52 -/- -/- +/- +/+ -/- Il B2 NT pouco diferenciado

72 A.M.S. F N 60 -/- -/- +/+ -/- +/- | C2 NT bem diferenciado

73 C.G.S. F C 74 +/- -/- -/- +/- -/- Il C1 NT moderadamente diferenciado

74 O.C. M C 56 -/- +/+ -/- -/- -/- Y B2 NT moderadamente diferenciado

75 M.B.F. F C 65 -/- +/+ -/- -/- -/- )Y C2 T moderadamente diferenciado

76 J.J.L. M C 59 -/- -/- +/- -/- +/- Il B1 ET moderadamente diferenciado

77 M.F.S. F C 50 -/- -/- +/+ -/- -/- Il NR NT bem diferenciado

78 J.B.C.S. F C 61 +/- -/- -/- +/+ -/- Il Cc2 NT pouco diferenciado

79 |N.M.CP.| F C 47 +/- -/- -/- -/- -/- Il C2 NT moderadamente diferenciado

80 A.M. M C 69 -/- +/+ -/- -/- -/- Y NR ET moderadamente diferenciado

81 A.C.G. M C 60 +/- -/- +/+ -/- -/- Il C2 ET moderadamente diferenciado

82 J.M.A. M C 66 -/- +/+ -/- -/- -/- \% NR NT bem diferenciado

83 A.B. M C 71 -/- +/+ -/- +/+ -/- \Y% NR ET moderadamente diferenciado

84 A.R.G. F C 42 +/- -/- -/- -/- +/- Il C2 T pouco diferenciado

85 J.M.F. M C 60 +/+ -/- -/- -/- -/- )Y Cc2 ET moderadamente diferenciado

86 M.A.G. M N 49 -/- +/- -/- +/+ -/- NR NR NT pouco diferenciado
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0 Paciente | Sexo | Etnia Idade ao CYP1A1_|CYP1B1|CYP2C9 Estadiamento Habito Grau de diferenciagd ao

Caso diagndstico| m1 | m2 | 1b1*3 |2c9*2|2c9*3 | TNM | Astler-Coller | Tabagista adenocarcinoma

87 J.C. M C 72 -/- +/+ -/- -/- -/- v C2 T moderadamente diferenciado

88 A.D.A. F N 83 +/+ -/- -/- -/- -/- \% NR NT moderadamente diferenciado

89 M.C.T.S.| F C 61 -/- +/- -/- +/- -/- NR NR NT moderadamente diferenciado

90 A.B. M C 44 +/- -/- -/- -/- +/- Il C2 NT moderadamente diferenciado

91 D.G. M N 67 -/- -/- -/- -/- -/- Il B2 T moderadamente diferenciado

92 I.A.P.S. F C 41 -/- +/- -/- -/- -/- NR NR NT bem diferenciado

93 J.E.G. M C 63 -/- -/- -/- +/+ -/- Il B2 T pouco diferenciado

94 J.P.R. M C 74 -/- +/- -/- -/- +/- NR NR NT moderadamente diferenciado

95 M.G. M C 79 -/- -/- -/- -/- +/+ | B1 T moderadamente diferenciado

96 N.AF. M C 56 -/- -/- -/- +/- -/- Il B2 T moderadamente diferenciado

97 JB.GG. | M C 48 -/- -/- +/+ -/- -/- Il B2 T bem diferenciado

98 J.G.S. M C 68 +/+ -/- -/- -/- +/- 1Y NR T bem diferenciado

99 L.R.R. M C 39 -/- -/- -/- -/- -/- Il B2 T moderadamente diferenciado

100 O.L. M C 64 -/- +/- -/- -/- +/- Y Cc2 NT moderadamente diferenciado

101 S.T. M C 74 +/- +/- -/- -/- -/- Il C1 T bem diferenciado

102 | H.S.S.J. F C 66 +/+ -/- -/- -/- +/- 1Y C2 ET moderadamente diferenciado
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