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RESUMO

A exposicao das células do célon e do reto a substancias carcinogénicas esta
associada ao consumo de alimentos que constituam fonte de substratos, como
aminas aromaticas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Enzimas como a
mono-oxigenase do citocromo P450, codificada pelo gene CYP1A1 e a
N-acetiltransferase, codificada pelo gene NAT1, estdo relacionadas com o
metabolismo dessas substancias. Os polimorfismos T6235C e A4889G, do gene
CYP1A1, e o haplétipo NAT1*10, do gene NATT, foram associados ao risco do
cancer colorretal (CC) em individuos do hemisfério norte. Nao ha descri¢gdes sobre
as influéncias desses polimorfismos no risco do CC em nossa populacdo, sendo
este o objetivo do estudo. O DNA de 254 pacientes com adenocarcinoma colorretal
esporadico (ACE) e 255 controles foi analisado por meio da reacdo em cadeia da
polimerase e digestdo enzimatica. Foi avaliado também, o padrdo dietético de
pacientes e controles por meio do recordatorio de freqiéncia alimentar. Houve risco
maior de ocorréncia do ACE em individuos com o0s genétipos variantes dos
polimorfismos T6235C e A4889G do gene CYP1A1 e com consumo excessivo de
carnes. A frequéncia do haplétipo NAT1*10 foi maior em pacientes do que em
controles, havendo risco maior de ocorréncia do ACE nesses individuos. Maior
risco de ocorréncia da doenca foi também observado em individuos com os
haplétipos NAT1*10 do gene NATT1 e consumo excessivo de carnes e escasso de
verduras e frutas. Os resultados deste estudo sugerem que as vias herdadas do
metabolismo de carcindégenos, CYP1A1 e NAT1, associadas ao padrdo da dieta

influenciam o risco de ocorréncia do ACE em nosso meio.

XXI1



ABSTRACT

The exposure of the cells of the colon and rectum to carcinogenic substances is
associated with the consumption of foods that are source of substrates, such as
aromatic amines and polycyclic aromatic hydrocarbons. Enzymes such as
cytochrome P450 monooxygenase, encoded by the CYP1A71 gene, and
acetyltransferase, encoded by the NAT1 gene, are related to the metabolism of
these substances. T6235C and A4889G polymorphisms, of the CYP1AT gene, and
NAT1*10 haplotype of the gene NATT were associated with incidence of colorectal
cancer (CC). There are no descriptions about the influences of these
polymorphisms on the risk for the CC in our population, which is the objective of the
study. DNA from 254 sporadic colorectal adenocarcinoma (SCA) patients and 255
controls were analysed by polymerase chain reaction and restriction digestion. It
was also assessed the dietary pattern pacients and controls through the recall of
food frequency. There was a greater risk of the occurrence of SCA in individuals
with the variant genotypes of the T6235C and A4889G polymorphisms, of the
CYP1A1 gene, associated with high consumption of meat. The frequency of the
NAT1*10 haplotype was greater in pacients than in controls, with increased risk of
occurrence of SCA these individuals. Increased risk of occurrence of the disease
was also observed in individuals with NAT1*10 haplotype of the gene NAT7 and
excessive consumption of meat and little vegetables and fruits. The results of the
study suggest that the pathaway inherited from the metabolism of carcinogens,
CYP1A1 and NAT1, associated with the pattern of diet influences the risk of
occurrence of SCA in our country.
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1. Consideracoes gerais

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

O cancer € a segunda causa de morte nos Estados Unidos, sendo
superado apenas pelas doencas cardiovasculares (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2005). Estima-se que em 2007 o cancer colorretal (CC) tenha sido a
terceira maior causa de Obito atribuida a neoplasia, tanto em homens como em
mulheres, apds os canceres de pulmao, prostata e mama. A incidéncia estimada
da doencga, para o ano de 2007, foi de aproximadamente 148.000 novos casos no
pais (PICKLE et al., 2007).

O cancer figura como a terceira principal causa de morte no Brasil, sendo
superado apenas pelas doencas cardiovasculares e causas externas, como 0s
acidentes de transito e aquelas atribuidas a violéncia urbana. O CC foi estimado
como o quarto tipo de cancer mais incidente no pais no ano de 2006,
contabilizando cerca de 25.000 novos casos. A taxa de mortalidade por CC
aumentou significativamente nos ultimos anos. Foram registrados 2,44 6bitos por
100.000 homens no ano de 1979 e 4,32 dbitos por 100.000 homens no ano de
2000. Esse registro foi de 2,80 6bitos por 100.000 mulheres no ano de 1979 e de
4,75 6bitos por 100.000 mulheres no ano de 2000 (MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2003).

Na cidade de Campinas, no periodo de 1991 a 1995, a taxa de mortalidade
por CC foi de 18,7 6bitos por 100.000 homens e 16,7 ébitos por 100.000 mulheres
(PARKIN et al., 2002). Ja para a macroregido de Campinas, a incidéncia estimada
da doenca para o ano de 2006 foi de 1464 casos, com acometimento de 726
homens e 738 mulheres (IBGE, 2005).

Introdugdo
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Nos ultimos anos a incidéncia de CC parece constante em areas de alto
risco representadas pelos paises desenvolvidos e parece aumentar em areas
antes consideradas de baixo risco, ou seja, nos paises em desenvolvimento.
Supde-se que isso se deva ao envelhecimento das populagdes, a adogdo de
estilos de vida sedentarios e a aceitacdo de dietas pouco saudaveis, como
aquelas ricas em gordura animal e pobres em frutas, verduras e fibras. Assim,
cerca de 500.000 6bitos por ano sao atribuidos a doenca em todo o mundo,
representando um problema de saude publica importante (ROSSI et al., 2004).

2. Aspectos clinicos

Os sintomas relativos ao CC sdo extremamente variaveis, em decorréncia
de formas diferentes de crescimento e localizacdo dos tumores. Os principais
sintomas sdo o sangramento retal, a alteracdo do habito intestinal e a dor
abdominal (WAYER, 1980; ROSSI et al., 2004) (Figura 1).

A doencga ocorre, em 90% dos casos, em individuos com idade maior ou
igual a 50 anos (PETERS et al., 1989; SCHOTTENFELD, 1995). Alem disso, o
risco para o desenvolvimento do CC aumenta bruscamente a partir dos 50 anos,
duplicando a cada década e atingindo o seu maximo entre 75 e 80 anos
(WINAWER et al., 1985).

Os céanceres de colon e de reto predominam discretamente em individuos
do sexo masculino em relacao aos do sexo feminino, com relagdes de 1,4:1,0 e de
1,7:1,0 respectivamente (SEER, 2000).

O principal sistema de estadiamento do tumor utilizado para a determinagéo
do progndstico e da terapéutica adequada a ser administrada a cada paciente € o
TNM (FIELDING,1995; GREENE et al., 2002).

O sistema TNM considera a extensao do acometimento do tumor na parede
do célon ou reto e em tecidos e 6rgaos adjacentes (T), a identificacdo da presenca
ou auséncia de metastases para linfonodos (N) e a identificagcdo da presenca ou
auséncia de metastases em 6rgaos distantes (M). Cinco grupos de pacientes
podem ser identificados por este sistema (estagios 0, I, II, Ill e 1V) (FIELDING,

Introdugdo

28



1995; GREENE et al., 2002), sendo que as maiores probabilidades de
sobrevivéncia sao observadas naqueles com os estadgios 0 e | e a menor
probabilidade de sobrevivéncia naqueles com o estagio IV da doenca (FIELDING,
1995).

A despeito dos avancos terapéuticos, apenas cerca de 50% dos pacientes
com CC sobrevive por um periodo de cinco anos (BEGG, 1995; COHEN, 1995;
HERRERO-JIMENEZ et al., 2000; JEMAL et al., 2007).

Figura1:  Tumor colorretal ulcerado em célon sigmdide de paciente do Servico
de Coloproctologia do Departamento de Cirurgia da Faculdade de

Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas
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3. Aspectos ambientais

O desenvolvimento do CC é resultado de uma complexa interagdo de
variaveis, incluindo elementos externos, como a exposi¢cao a agentes ambientais e
dietéticos, e fatores internos, de natureza somatica ou hereditaria (PINHO &
ROSSI, 1999; ROSSI et al., 2004).

Alguns fatores ambientais parecem agir como carcinégenos diretamente ou
aumentar as freqiéncias de mutagdes somaticas, predispondo ou determinando o
aparecimento da neoplasia (HARDEN, 1995; SCHOTTENFELD, 1995).

Existe uma associacao 6bvia entre o padrao da dieta e o CC, ainda que nao
tenha sido identificado um carcinégeno especifico que justifigue completamente
esta relacdo (SHIKE, 1995). Dietas ricas em carne vermelha e gordura saturada e
carentes em frutas, vegetais e graos, que contém fibras insolluveis, acido félico,
micronutrientes anti-oxidantes e célcio, estdo, em geral, associadas ao aumento
do risco de ocorréncia da doenca (WILLETT et al., 1990; HILL, 1995;
SCHOTTENFELD, 1995; LE MARCHAND et al., 2002; TIEMERSMA et al., 2002;
SATIA-ABOUTA et al., 2004; ENGLISH et al., 2004; SANZ et al., 2004; TURNER
et al., 2004).

As fibras podem funcionar como constituintes anticarcinogénicos por meio
de varios mecanismos. Um deles € o aumento do volume das fezes, que estimula
o peristaltismo e diminui o tempo de exposicdo do epitélio colorretal a
carcindégenos intraluminais; outro seria pela estabilizacdo dos niveis séricos de
insulina que retardam a absorcdo do amido, cuja fermentacdo aumenta a
producédo de acidos graxos de cadeia curta, os quais tém acao anticarcinogénica
(HAWK et al., 2002; MC CULLOUGH et al., 2003; ROSSI et al., 2004).

Por outro lado, o folato é importante na sintese, reparo e metilacao do acido
desoxirribonucléico (DNA). A deficiéncia de folato pode causar a troca de
incorporacao de uracil por timidina durante a sintese do DNA, o que pode levar ao
aumento das mutacbes espontaneas; aumento da sensibilidade a agentes
causadores de danos ao DNA e freqiéncia aumentada das aberracoes
cromossémicas e de erros de replicagdo do DNA. Também, anormalidades na
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metilacdo de DNA podem determinar a acao de oncogenes ou inibir genes
supressores de tumor (GIOVANNUCCI, 2002; ROSSI et al., 2004).

E possivel que os alguns alimentos constituam uma fonte de substratos que
possam ser metabolizados, por bactérias do célon, a substancias carcinogénicas
ou mutagénicas (HILL, 1995), ou ainda, que possam ser ativados, por enzimas
presentes na mucosa célica, a substancias carcinogénicas ou mutagénicas (DE
WAZIERS et al., 1991). Dentre estes substratos estdo as aminas aromaticas (AA),
incluindo as arilaminas e as aminas heterociclicas, produzidas pela exposi¢cao de
carnes a temperaturas de pir6lise durante o cozimento, e os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAP), contidos nos éleos vegetais (GERHARDSSON,
1991; BELL et al., 1995; SMITH et al., 1995; SACHSE et al., 2002).

Outro importante responsavel pela exposi¢cdo ambiental aos HAP e as AA é
o cigarro (ALEXANDROV et al., 1996; COTTON, 2000; SACHSE et al., 2002), que
parece estar associado ao aumento do risco do CC apds um periodo de inducao
relativamente longo (KNEKT et al., 1998) ou de numero consideravel de cigarros
consumidos por dia (SLATTERY et al., 1998).

AA e HAP podem causar danos ao DNA de células do co6lon humano
(ALEXANDROQV et al., 1996) e, desta forma, determinar o CC.

Também importante, mas ainda de forma ndo muito bem elucidada, é a
acdo do alcool na carcinogénese. O etanol, ou um metabdlito deste, o
acetaldeideo, pode induzir a hipometilacdo do DNA, uma das primeiras etapas na
carcinogénese do CC, através do efeito anti-folato (HILLMAN et al.,1982). Além
disso, o acetaldeideo metabolizado pelas bactérias da flora intestinal pode
aumentar o risco de CC por causar deficiéncia de folato (HOMANN et al., 2000;
MIZOUE et al., 2006).

4. Aspectos genéticos
O CC pode ser determinado por fatores genéticos (CUNHA, 1980;

HARNDEN, 1995; SHIKE, 1995; KINZLER & VOGELSTEIN, 1996; HOULSTON &
TOMLINSON, 2001; FERREIRA & ROCHA, 2004; ROSSI et al, 2004).
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Anormalidades em oncogenes ou genes supressores tumorais (FEARON et al.,
1987; FINLEY et al., 1989; VOGELSTEIN et al., 1989; MELHAM et al., 1992;
SIDRANSKY et al., 1992; GUILLEM et al., 1995), a instabilidade de microsatélites
(IONQV et al., 1993; GUILLEM et al., 1995) e a desregulacao de sinais das vias de
transdugédo (GUILLEM et al., 1995) parecem estar definitivamente associadas a
doenga.

Embora a maioria dos casos de CC seja esporadico, € de muito conhecido
que individuos de determinadas familias apresentam risco aumentado da doenca
(HOULSTON & PETO, 1996). De fato, mutacées de alta penetrancia,
particularmente as mutacées nos genes APC, MLH1 e MSHZ2, foram descritas em
pacientes com CC familiar (BURT et al., 1990; BURT & GRODEN, 1993;
PELTOMAK et al., 1993; BURT, 1995; PINHO & ROSSI, 1999; HOULSTON &
TOMLINSON, 2001; ROSSI et al., 2004). Entretanto, polimorfismos de baixa
penetrancia em genes relacionados com o metabolismo de carcinégenos no
epitélio do coélon, como o CYP1A1 e o NATT1, parecem alterar o risco para a
doenca em ambos o0s canceres, esporadico e familiar (HOULSTON &
TOMLINSON, 2001; LANDI et al., 2005; RESZKA et al., 2006).

4.1. Gene CYP1A1

O gene CYPI1AT1 esta localizado no brago longo do cromossomo 15, na
regiao 150922. Codifica a producdo da mono-oxigenase do citocromo P450
(P450A1), responsavel pela ativacdo de AA e HAP de alimentos e tabaco (SMITH
et al, 1995; KAWAJIRII et al.,, 1999; HOULSTON & TOMLINSON, 2001;
AGUNDEZ, 2004). Os metabdlitos ativados, por sua vez, podem causar mutacdes
ou lesbes no DNA de células variadas, incluindo as do co6lon (SMITH et al., 1995).

O gene CYP1AT é polimérfico em humanos (SMITH et al., 1995; GARTE,
1998; HOULSTON & TOMLINSON, 2001). O polimorfismo T6325C do gene
CYP1AT1 resulta da substituicdo da base nitrogenada timina por citosina em regiao
nao codificadora do gene. O gendtipo variante em homozigose e heterozigose,
pode ser identificado com freqiiéncias que variam de 11% a 40% em diferentes
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populagdes étnicas (SIVARAMAN et al., 1994; GARTE, 1998). Ele estd associado
com o aumento da expressdo do gene em resposta a exposicdo aos HAP
(KAWAUJIRI et al., 1990). Outro polimorfismo do gene CYP1A1, o A4889G, é
caracterizado pela substituicdo da base nitrogenada adenina por uma guanina na
posicao 4889 do éxon 7 do gene, com consequente substituicdo do aminoacido
isoleucina por uma valina no residuo 462 da proteina produzida. Esta modificacao
unica de aminoacido determina a produgdo de uma enzima com atividade sete
vezes maior do que a original (HAYASHI et al, 1994). Assim, hipoteticamente
individuos com os gendtipos variantes dos polimorfismos deste gene parecem
mais susceptiveis ao desenvolvimento de doencgas relacionadas a exposi¢cao a AA
e HAP.

Os resultados de estudos epidemiol6gicos prévios indicaram a associacao
do polimorfismos T6325C (SIVARAMAN et al., 1994; LITTLE et al.,, 2006) e
A4889G (KISS et al., 2000; SACHSE et al., 2002; LITTLE et al., 2006; YEH et al.,
2007) do gene CYP1A1 ao aumento do risco do CC, mas ndo houve associagao
significativa do polimorfismo T6325C (ISHIBE et al., 2000; BUTLER., 2001; YEZ &
PARRY 2002; FAN et al., 2006; BETHEKE et al., 2007) e do polimorfismo A4889G
(SIVARAMAN et al., 1994; ISHIBE et al., 2000; BUTLER et al., 2001; SLATTERY
et al., 2004; BETHEKE et al., 2007) com a doen¢a em outros estudos.

4.2. Gene NAT1

O gene NATT esta localizado no brago curto do cromossomo 8, na regiao
8p22. Codifica a produgdo de uma enzima que determina a acetilagdo de AA do
tabaco e de alguns alimentos com a produgédo de ions eletrofilicos capazes de
induzir mutagdes pontuais no DNA de células variadas, incluindo as do célon
(BELL et al., 1995; SMITH et al., 1995; HOULSTON & TOMLINSON, 2001).

O gene NATT é polimérfico em humanos (GARTE, 1998; HIRNOVEN, 1999;
HOULSTON & TOMLINSON, 2001). Haplétipos distintos do gene determinam a
producédo de enzimas com atividades variadas na acetilacao das AA (SMITH et al.,
1995).
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O haplétipo NAT1*4 do gene é considerado a forma selvagem, uma vez que
€ 0 mais comum, e codifica uma enzima com capacidade padrdao de acetilacéo,
sendo, por isso, denominado acetilador lento. Ja o haplotipo NAT1*3 difere
estruturalmente da forma selvagem pois apresenta a substituicdo da base
nitrogenada citosina por adenina na posicao 1095 (C1095A) da cadeia do DNA.
Esta alteracdo, entretanto, ndo altera a funcdo da proteina, tendo o fendtipo
equivalente ao do selvagem. Por outro lado, a forma variante NAT1*10 é
caracterizada por duas trocas de bases nitrogenadas, a C1095A, onde a citosina &
substituida pela adenina na posicao 1095 da cadeia de DNA e a T1088A, onde a
timina é substituida pela adenina na posicdo 1088 da cadeia de DNA. Esta ultima
transversdo confere a este haplotipo a alteragdo no sinal de poliadenilagdo do
DNA, resultando assim, na codificacdo de uma enzima com maior capacidade de
acetilagdo de AA, sendo, dessa forma, considerado o acetilador rapido (CHEN et
al., 1998; HENGSTLER, 1998; de LEON et al., 2000; LANDI et al., 2005)
(Figura 2).

As frequéncias dos diferentes hapl6tipos sdo varidveis em individuos das
diversas populacdes étnicas. Nos EUA a frequéncia da forma selvagem em
homozigose teve variou de 44% a 62% para os individuos de origem caucasiana e
foi de 24% para negrdides. Ja para individuos da populagdo australiana essa
frequéncia foi de 92% e da populacao japonesa de 38%. Por outro lado, o alelo
NAT1*10 foi identificado em 30% a 40% dos individuos de origem caucasiana
(BELL et al., 1995; Brockton et al., 2000).

Hipoteticamente, individuos com o haplétipo NAT1*10 parecem mais
susceptiveis ao desenvolvimento de doencas relacionadas a exposicdo a AA e
HAP.

O haplétipo NAT1*10 do gene foi associado ao aumento do risco do CC por
Bell et al. (1995), Chen et al. (1998), Zhang et al. (2002), Stefano et al. (2005) e
Lilla et al. (2006), mas nenhuma associacao significativa entre ele e a ocorréncia
da doenca foi observada em outros estudos (KATOH et al., 2000; BUTLER et al.,
2001; TIEMERSMA et al., 2002; Zhang et al., 2002; VAN DER HEL et al., 2003;
KISS et al., 2004; MAHID et al., 2007 BUTLER et al., 2008).
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Chen et al. (2005), em metandlise de 42 estudos realizados no periodo de
1990 a 2001, ndo encontraram relacdo dos haplétipos NAT1*3, NAT1*4 e
NAT1*10, do gene NATI1, e dos polimorfismos T6235C e A4889G, do gene
CYP1A1, com o risco de CC. Entretanto, foram incluidos nesta analise apenas
individuos de paises do hemisfério norte.

NATI

1088 1095

|
T/A C/A

o
l:'j I
o | I |

Figura 2:  VariacOes estruturais dos haplétipos NAT1*3, NAT1*4 e NAT1*10 do
gene NAT1. O haplétipo selvagem NAT1*4. O haplétipo NAT1*3 €
caracterizado pela substituicdo da base nitrogenada citosina por uma
adenina na posicdo 1095, através de uma transversdo (C1095A). A
associacao desta substituicao com a troca de uma timina por uma
adenina na posicao 1088 (T1088A), caracteriza o haplétipo NAT1*10.
Esta transversdo confere a este haplétipo a alteracdo no sinal de
poliadenilacdo do DNA, resultando assim, na codificacdo de uma

enzima com maior capacidade de acetilagdo de aminas aromaticas

E importante ressaltar que a origem étnica da populagdo brasileira é
altamente heterogénea, composta por indigenas e imigrantes da Europa, Africa e
Asia (ALVES-SILVA et al., 2000; CARVALHO-SILVA et al., 2001), e que os
estudos sobre a influéncia dos polimorfismos dos genes CYP1A71 e NATT foram

realizados predominantemente em popula¢des caucasoides e asiaticas.

Introdugdo

35



Também é importante comentar que as neoplasias constituem a segunda
causa de Obito na regido sudeste do pais (DUNCAN et al.,, 1992) e que dietas
pobres em fibras foram descritas em individuos desta regido (GAMBARDELLA,
1999).

Frente ao exposto, nos pareceu interessante a avaliagao da influéncia dos
polimorfismos do gene CYP1A71 e dos haplétipos do gene NATT no risco de
ocorréncia do adenocarcinoma colorretal esporadico (ACE) em uma populagao
mista, com alta incidéncia de neoplasias e com a possivel ingestdao de dieta

carente em fibras.
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Determinar as freqiéncias de ocorréncia dos genétipos dos
polimorfismos T6235C e A4889G do gene CYP1A1 em pacientes e
controles;

Determinar as freqiéncias de ocorréncia dos haplotipos NAT1*4,
NAT1*3 e NAT1*10 do gene NATT em pacientes e controles;
Verificar se os polimorfismos génicos e haplétipos influenciam o risco
de ocorréncia do ACE;

Verificar se os polimorfismos génicos estdo associados aos aspectos
clinicos dos pacientes (idade, sexo, raca, habito de fumar, padréo
dietético e etilismo, e anatomo-patoldgicos e bioldgicos (localizagéo,
tipo histolégico, grau de diferenciacao e estagio TNM) do tumor.
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1. Avaliacao clinica

Foram avaliados pacientes com ACE atendidos, por ocasido do diagnostico
ou durante o seguimento clinico, no periodo de 02/09/03 a 27/02/07, nos
ambulatérios de Coloproctologia do Departamento de Cirurgia € nos ambulatérios
de Oncologia do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas. Foram excluidos da casuistica
0s pacientes que apresentaram polipose familiar, sindrome de Lynch, doencas
inflamatérias intestinais, antecedente familiar de CC e aqueles que nao aceitaram
participar do estudo proposto.

Foi também estudado um grupo controle, constituido por doadores de
sangue atendidos no Hemocentro da UNICAMP, com idade entre 50 e 60 anos,
que nao referiram perda de peso, sintomas gastro-intestinais ou antecedente
familiar de CC, e que nao apresentaram doencas consideradas pré-neoplasicas,
como a polipose familiar, a sindrome de Lynch e as doencas inflamatérias
intestinais. Os doadores foram pareados por raga com os pacientes do estudo.

O tamanho amostral do estudo, 250 pacientes e 250 controles, foi
estabelecido de acordo com critérios descritos por Beiguelman (1994), tendo como
base as frequéncias dos diferentes gendtipos em individuos saudaveis de outras
populacdes.

Os dados relativos a identificacao, a idade, ao sexo, a raca, ao tabagismo,
ao etilismo e ao padrdo da dieta dos pacientes foram obtidos por meio de
questionéario especifico (Anexo 1), aplicados pelo pesquisador responsavel pelo
estudo. Ja os exames laboratoriais necessarios ao diagnéstico, a localizagéo, a
determinacao do tipo histologico, do grau de diferenciacdo e do estagio do tumor,
foram obtidos dos prontuarios de cada paciente.

Foram considerados tabagistas os pacientes que mantiveram o habito de
fumar até o momento do diagnostico do ACE. Foram considerados nao tabagistas
aqueles que nunca fumaram e ex-tabagistas aqueles que mantiveram o habito de
fumar até, no maximo, cinco anos antes do diagnostico do ACE, de acordo com o
proposto por FREEDMAN et al. (1996).
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Foram considerados nao etilistas aqueles que nunca beberam ou que
beberam sistematicamente, mas ndo mais que 80g de alcool absoluto por semana
(5 drinques/semana). Foram considerados etilistas aqueles que beberam
sistematicamente mais que 80g de alcool absoluto por semana e ex-etilistas
aqueles que apresentaram periodo de abstinéncia alcodlica maior que seis meses,
segundo os critérios estabelecidos pelo ICEPA — Inventario de Expectativas e
Crencas Pessoais Acerca do Alcool (GOUVEIA et al., 1996).

O padrao dietético foi avaliado em pacientes, por meio da aplicagdo de um
recordatorio de freqiéncia alimentar (SALVO & GIMENO, 2002), considerando
particularmente os alimentos considerados predisponentes e protetores no
desenvolvimento do ACE (WILLET, 1990; SCHOTTENFELD, 1995). A quantidade
ingerida de cada alimento foi avaliada pelo consumo de por¢des mensais, sendo
que a quantidade de cada porcdo foi a descrita no Manual de Contagem de
Carboidratos de Gouveia e Bruno (2001). A classificacdo dos pacientes como
pertencentes a grupos com ingestdo preconizada, maior que a preconizada ou
menor que a preconizada de carnes, frutas, cereais integrais, verduras e
leguminosas foi baseada nos critérios da piramide alimentar brasileira do
Ministério da Saude e Agricultura (1997) (Figura 3), com correcées para numero

de porcdes ao més.
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Figura 3: Representacdo esquematica do numero de porcdes didrias dos
diferentes grupos de alimentos preconizados para a populacao

brasileira (piramide alimentar brasileira)

2. Avaliacao do tumor

Foi considerada a localizagdo do tumor descrita no exame
anatomo-patolégico da peca cirargica. Foram considerados como proximais 0s
tumores localizados em cdélons ascendente, transverso ou descendente, e como
distais os localizados em célon sigmoéide ou reto. O diagnostico do ACE foi
realizado em cortes histolégicos de fragmentos do tumor incluidos em parafina e
corados por hematoxilina e eosina e a classificacdo do grau de diferenciacao do
mesmo foi realizada de acordo com os critérios propostos por Broders (1925).

O estagio do tumor foi identificado com base nos achados
intra-operatérios, nos resultados obtidos do exame histolégico da peca cirlrgica,
da ultra-sonografia e tomografia computadorizada do abdome e pelve e da
radiografia de térax de acordo com o proposto por Greene (2002) para o sistema
TNM (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1:  Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o

cancer colorretal

Categorias Descricoes

Categoria T Tumor

Tx O tumor primério ndo pode ser avaliado

TO Nenhuma evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor se estende até a submucosa

T2 Tumor se estende até a muscular prépria

T Tumor ultrapassa a muscular propria até a subserosa ou tecidos pericolicos nao

peritoniais ou perirretais

T4 Tumor se estende diretamente até outros 6rgaos ou tecidos, ou perfura o
peritbneo visceral

Categoria N Linfonodos regionais

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Nenhuma metastase em linfonodos regionais

N1 Metastase em 1 a 3 linfonodos pericélicos ou perirretais

N2 Metastase em 4 ou mais linfonodos pericolicos ou perirretais

N3 m?r:gisr;rglse em qualquer linfonodo ao longo do curso de um tronco vascular

Categoria M Metatases a distancia

MX Metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO Nenhuma metastase a distancia foi identificada
M1 Metastase a distancia presente

Casuistica e Métodos

46



Tabela 2: Grupos de estagios e caracteristicas TNM do cancer colorretal

Estagio Classificacao TNM
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
T2 NO MO
| T3 NO MO
T4 NO MO
] qualquer T N1 MO
qualquer T N2 MO
qualquer T N3 MO
v qualquer T qualquer N M1
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Os dados clinicos de todos os controles foram obtidos por meio de
questionarios especificos aplicados pelo pesquisador responsavel pelo estudo. Os
dados relativos ao habito de fumar, a ingestdo de bebida alcodlica e ao padréo da
dieta foram obtidos, retrospectivamente, por meio de um questionario especifico
(Anexo 1), aplicado a controles que puderam ser localizados, pelo pesquisador
responsavel pelo estudo.

Os pacientes foram distribuidos de acordo com a idade, o sexo, a raga, o
tabagismo, o etilismo, o padrao dietético, a localizagédo, o grau de diferenciagao e
o estagio TNM do tumor.

Os individuos controle foram distribuidos de acordo com a idade, o sexo, a

raga, o tabagismo, o etilismo e o padréo dietético.

3. Andlise molecular dos genes CYP1A1e NAT1

3.1. Extracao do DNA a partir dos leucécitos

O DNA genbmico foi obtido de amostras de sangue periférico dos pacientes
com ACE e dos individuos controle. O método utilizado foi o descrito por
Woodhead et al. (1986), com modificacbes. Foram colhidos 4 ml de sangue
periférico de cada paciente ou controle, em frasco estérii contendo o
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA). A amostra foi centrifugada
a 1.300 rpm por 11 minutos. Ap6s o descarte do plasma, os eritrécitos contidos em
500 pl da solugéao remanescente foram lisados em um tubo cbnico de 1,5 ml com
uma mistura de sacarose 320 mM, Tris HCI 10 mM pH 7,5, MgCl, 5 mM e Triton
X-100 1%. Em seguida, o botao de leucécitos obtido foi diluido em uma mistura de
Tris HCI pH 7,5; EDTA10 mM, NaCl 10 mM e sédio dodecil sulfato (SDS) 20%,
compondo um tampéao de digestdo de proteinas juntamente com a proteinase K
(20 mg/ml). A suspensdo permaneceu em banho-maria a 55°C por duas horas. A
seguir, foram adicionados 200 ul de cloreto de litio a suspensao e esta foi levada
ao freezer a -20°C durante 15 minutos. Apds isso, a solugdo foi centrifugada por
10 minutos a 13.000 rpm e o sobrenadante foi transferido para outro tubo cénico
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de 1,5 ml. A seguir, o DNA obtido dos leucdcitos foi precipitado em etanol
absoluto, rehidratado em alcool 70% e diluido em agua estéril a 37°C.

3.2. Identificacao dos gendtipos dos polimorfismos do gene CYP1A1

A amplificacdo da regido do gene CYP1A71 onde estd localizado o
polimorfismo T6325C foi realizada por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Os procedimentos técnicos estao descritos abaixo.

Em um tubo cbénico de 1,5 ml foram adicionados 2,0 pl do DNA a ser
estudado, 5 ul de tampéo da enzima, 2,5 ul de cloreto de magnésio, 0,5 ul de
iniciadores descritos por Cascorbi et al. (1996), direto (5-GCTGAGCAA
TCTGACCCTA-3) e reverso (5-TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT-3’), 1 ul da
mistura desoxirrubonucléica — dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,5 ul de Taq
DNA polimerase e 43 pul de agua estéril, para um volume final de 55 pl.

A reacéo foi conduzida inicialmente, por um ciclo a 94°C durante 5 minutos,
para inativacdo da atividade de proteases que pudessem interferir com a reacéo
enzimatica, e, posteriormente, por 35 ciclos de amplificacdo em termociclador
(MJ Research, Inc, Watertown, MA, EUA). Cada ciclo foi realizado sob as
seguintes condicbes: 94°C durante 30 segundos (para desnaturacdo do DNA),
63°C durante 1 minuto (para ocorrer a ligacdo complementar entre os iniciadores e
0 DNA) e 72°C durante 1 minuto (para a sintese do DNA, com a enzima Tag DNA
polimerase). Ao término dos 35 ciclos, o produto de amplificacdo foi mantido a
72°C durante 5 minutos (periodo final da sintese de DNA), completando um anico
ciclo. A seguir, as amostras foram mantidas sob refrigeracédo a 4°C.

Posteriormente, 5 pl do produto da PCR foram submetidos a corrida
eletroforética em cuba de eletroforese horizontal, em gel de agarose a 2% corado
com brometo de etideo, para a visualizacdo do fragmento amplificado sob luz
ultravioleta. Foram utilizadas como controles positivo e negativo, amostra de DNA
obtida de sangue periférico de um individuo com o gendtipo selvagem e agua,
respectivamente. Um fragmento de DNA com 899 pares de bases (pb) foi
observado em amostras com integridade do DNA. Foram consideradas amostras
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com DNA degradado ou obtidas em escassas quantidades, aquelas nas quais nao
foi observado o fragmento de 899 pb. Os gendtipos distintos do polimorfismo
T6235C foram avaliados por meio da digestdo enzimatica dos fragmentos
amplificados, com a utilizagdo de 10 ul do produto da PCR, 3,25 ul de agua estéril,
1,5 ul de tampédo e 0,25 pl da enzima Msp |I. A mistura foi colocada em
banho-maria, a 37°C, por 1 hora. A presenca do polimorfismo foi analisada por
eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo, para
visualizacdo do fragmento amplificado sob luz ultravioleta. Os fragmentos com
899 pb foram obtidos dos alelos selvagens (T) do gene CYP1A1. Os alelos
variantes (C) foram caracterizados por fragmentos de 693 e 206 pb.

Ja a regido com o polimorfismo A4889G foi amplificada por PCR, com a
utilizacdo dos iniciadores direto 5-CTGTCTCCCTCTGGTTACAGGAAGC-3' e
reverso 5-TTCCACCCGTTGCAGCAGGATAGCC-3’, ambos na quantidade de
5 ul, juntamente com 42 pl de agua estéril, 5 pl de tampéao da enzima, 2,5 ul de
cloreto de magnésio, 3 pl do DNA a ser estudado, 1 upl da mistura
desoxirrubonucléica — dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) e 0,5 ul de Tag DNA
polimerase, para um volume final de 55 pl.

A reacao foi conduzida inicialmente por um ciclo a 94°C durante 5 minutos,
para inativacdo da atividade de proteases que pudessem interferir com a reacéo
enzimatica, e posteriormente por 35 ciclos de amplificacdo em termociclador
(MJ Research, Inc, Watertown, MA, EUA). Cada ciclo foi realizado sob as
seguintes condicdes: 94°C durante 30 segundos (para desnaturacao do DNA),
63°C durante 30 segundos (para ocorrer a ligagdo complementar entre os
iniciadores e o DNA) e 72°C durante 30 segundos (para a sintese do DNA, com a
enzima Taq DNA polimerase). Ao término dos 35 ciclos, o produto de amplificagéo
foi mantido a 72°C durante 5 minutos (periodo final da sintese de DNA),
completando um Unico ciclo, e resfriado a 4°C, temperatura na qual foi mantido até
0 préximo passo.

A seguir, 5 pl do produto da PCR foram submetidos a corrida eletroforética
em cuba de eletroforese horizontal, em gel de agarose a 2% corado com brometo
de etideo, para a visualizacao do fragmento amplificado sob luz ultravioleta. Foram
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utilizadas como controles positivo e negativo, amostra de DNA obtida de sangue
periférico de um individuo com o genétipo selvagem e agua, respectivamente. Um
fragmento de DNA com 204 pb foi observado em amostras com integridade do
DNA. Foram consideradas, amostras com DNA degradado ou obtidas em
escassas quantidades, aquelas nas quais nao foi observado o fragmento de
204 pb. Os gendtipos distintos do polimorfismo A4889G foram avaliados por meio
da digestdo enzimatica dos fragmentos amplificados, com a utilizagao de 10 pl do
produto da PCR, 3,25 ul de agua estéril, 1,5 yl de tampéo e 0,25 pl da enzima
BseM |. A seguir, a mistura foi colocada em banho-maria, a 37°C, por 1 hora. Os
genotipos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 3% corado com
brometo de etideo, para visualizacdo dos fragmentos amplificados sob luz
ultravioleta. Fragmentos com 149 e 55 pb foram obtidos dos alelos selvagens. Os

alelos variantes foram representados por fragmentos de 204 pb.

3.3. Identificacao dos haplétipos do gene NAT1

O polimorfismo NAT1*10 foi avaliado de acordo com os métodos descritos
por Bell et al. (1995).

A regiao do gene NAT1 onde estao localizados os hapl6tipos NAT1*4,
NAT1*3 e NAT1*10 foi amplificada por PCR com a utilizag&o dos iniciadores direto
(5'-TAAAACAATCTTGTCTATTTG-3’) e reverso (5-ACAGGCCATCTTTAGAA-3),
ambos na quantidade de 1 pl (solucao 1:10), juntamente com 33 ul de agua estéril,
5 pl de tampédo da enzima, 2,5 ul de cloreto de magnésio, 3 ul do DNA a ser
estudado, 1 pl da mistura desoxirrubonucléica — dNTPs (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP), 0,5 ul de Tag DNA polimerase e 3 pyl de DMSO, para um volume final de
50 pl.

A reagéo foi conduzida inicialmente, por um ciclo a 94°C durante 4 minutos,
para inativacdo da atividade de proteases que pudessem interferir com a reacéo
enzimatica, e posteriormente por 35 ciclos de amplificacgdo em termociclador
(MJ Research, Watertown, Inc, MA, EUA). Cada ciclo foi realizado sob as
seguintes condigbes: 94°C durante 30 segundos (para desnaturagdo do DNA),

Casuistica e Métodos

51



42°C durante 30 segundos (para ocorrer a ligagdo complementar entre os
iniciadores e o DNA) e 72°C durante 45 segundos (para a sintese do DNA, com a
enzima Taq DNA polimerase). Ao término dos 35 ciclos, o produto de amplificagéo
foi mantido a 72°C durante 5 minutos (periodo final da sintese de DNA),
completando um dnico ciclo. A seguir, as amostras foram mantidas sob
refrigeracao a 4°C.

Apbs as reacgbes de amplificacdo, 5 pl do produto da PCR foram
submetidos a corrida eletroforética, em cuba de eletroforese horizontal, em gel de
agarose a 2% corado com brometo de etideo, para a visualizagcdo do fragmento
amplificado sob luz ultravioleta. Foram utilizadas como controle positivo e
negativo, amostra de DNA obtida de sangue periférico de um individuo com o
genotipo selvagem e agua, respectivamente. Um fragmento de DNA com 247 pb
foi observado em amostras com integridade do DNA. Foram consideradas,
amostras com DNA degradado ou obtidas em escassas quantidades, aquelas nas
quais nao foi observado o fragmento de 247 pb.

A presenca dos polimorfismos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10 foi avaliada por
meio da digestdo enzimatica dos fragmentos amplificados, com a utilizacao de
10 pl do produto da PCR, 3 ul de agua estéril, 1,5 ul de tampao e 0,5 ul da enzima
Mbo 1. A seguir, a mistura foi colocada em banho-maria a 37°C por
2 horas. A presenca dos polimorfismos foi analisada por eletroforese em gel de
agarose a 2% corado com brometo de etideo, para visualizagdo do fragmento
amplificado sob luz ultravioleta. Fragmentos com 105, 71, 45 e 26 pb identificaram
o polimorfismo NAT1*4, enquanto que fragmentos com 131, 71 e 45 pb
representaram os polimorfismos NAT1*3 ou NAT1*10.

A distincdo entre os polimorfismos NAT1*3 e NAT1*10 foi feita através do
método de PCR alelo-especifico. Os iniciadores direto (5-TAAAACAATCTTG
TCTATTTG-3’) e reverso (5-GCCATCTTTAAAATACATTTT-3’) foram usados para
identificar o haplétipo NAT1*10 ambos na quantidade de 0,5 pul (solugao 1:5).
Foram também utilizados na mesma reacdo o0s iniciadores direto
(5°-ATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACC-3’) e reverso (5-GTATTTTCCCAA
GGTTTGAACTAGCTC-3’) para amplificagdo da parte do gene da globina beta,
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usada como controle da reacdo, na quantidade de 0,5 pl cada (solugao 1:10),
36,5 ul de agua estéril, 5 yl de tampéao da enzima, 2,5 pl de cloreto de magnésio,
2 ul do DNA a ser estudado, 1 pl da mistura desoxirrubonucléica — dNTPs (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), 0,5 ul de Tag DNA polimerase e 0,5 pl de DMSO, para um
volume final de 50 pl.

A reacao foi conduzida inicialmente, por um ciclo a 94°C durante 4 minutos,
para inativagdo da atividade de proteases que pudessem interferir com a reagéao
enzimatica, e posteriormente por 30 ciclos de amplificacdo em termociclador
(MJ Research, Watertown, Inc, MA, EUA). Cada ciclo foi realizado sob as
seguintes condicdes: 94°C durante 30 segundos (para desnaturacdo do DNA),
52°C durante 30 segundos (para ocorrer a ligacdo complementar entre os
iniciadores e o DNA) e 72°C durante 45 segundos (para a sintese do DNA, com a
enzima Taq DNA polimerase). Ao término dos 30 ciclos, o produto de amplificacéo
foi mantido a 72°C durante 5 minutos (periodo final da sintese de DNA),
completando um dudnico ciclo. A seguir, as amostras foram mantidas sob
refrigeracao a 4°C.

Apbs as reacOes de amplificacdo, 5 ul do produto da PCR foram
submetidos a corrida eletroforética, em cuba de eletroforese horizontal, em gel de
agarose a 2% corado com brometo de etideo, para a visualizagdo do fragmento
amplificado sob luz ultravioleta.

Os fragmentos correspondentes a globina beta apresentaram 690 pb. Ja o
haplétipo NAT1*10 foi identificado por fragmentos de 223 pb.

Para a identificacdo do haplétipo NAT1*3, foram utilizados os iniciadores:
direto (5-TAAAACAATCTTGTCTATTTG-3’) e reverso (5-GCCATCTTTAAAATA
CATTTA-3’) ambos na quantidade de 0,5 pl (solugdo 1:5), juntamente com os
iniciadores para a amplificacdo de parte do gene da globina beta na quantidade de
0,5 ul cada (solucao 1:10), 35,5 pl de agua estéril, 5 ul de tampao da enzima,
2,5 pl de cloreto de magnésio, 3,0 pl do DNA a ser estudado, 1 pl da mistura
desoxirrubonucléica — dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,5 ul de Tag DNA
polimerase e 0,5 pl de DMSO, para um volume final de 50 pl.
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A reacao foi conduzida inicialmente, por um ciclo a 94°C durante 4 minutos,
para inativacdo da atividade de proteases que pudessem interferir com a reacao
enzimatica, e posteriormente por 30 ciclos de amplificagdo em termociclador
(MJ Research, Watertown, Inc, MA, EUA). Cada ciclo foi realizado sob as
seguintes condicdes: 94°C durante 30 segundos (para desnaturagcdo do DNA);
52°C durante 30 segundos (para ocorrer a ligagdo complementar entre o0s
iniciadores e o DNA) e 72°C durante 45 segundos (para a sintese do DNA, com a
enzima Taq DNA polimerase). Ao término dos 30 ciclos, o produto de amplificagéo
foi mantido a 72°C durante 5 minutos (periodo final da sintese de DNA),
completando um dnico ciclo. A seguir, as amostras foram mantidas sob
refrigeracao a 4°C.

Apbs as reacgbes de amplificacdo, 5 ul do produto da PCR foram
submetidos a corrida eletroforética, em cuba de eletroforese horizontal, em gel de
agarose a 2% com brometo de etideo, para a visualizacdo do fragmento
amplificado sob luz ultravioleta.

O controle interno, representado pela globina beta, produziu uma banda de
690 pb e o haplétipo NAT1*3 correspondeu a fragmentos de 223 pb.

4. Aspectos éticos

O estudo molecular foi realizado em amostras de sangue periférico obtidas
por ocasido da pungdo venosa realizada para a coleta de exames necessarios ao
diagnéstico ou acompanhamento clinico dos pacientes e de uma unica puncéo
venosa em controles. O exame radiografico de térax, a ultra-sonografia e a
tomografia computadorizada do abdome e pelve foram exames realizados de
rotina para o estadiamento da doenga e para as determinagdes do progndstico e
da terapéutica a ser administrada. Nenhum material adicional foi coletado dos
pacientes ou controles.

Os procedimentos foram realizados apdés a obtencdo do termo de
consentimento, livre e esclarecido pés-informagcédo, assinado por pacientes
(Anexo 2) e por controles (Anexo 3) que aceitaram participar do estudo, e apos a
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aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da UNICAMP (227/2003) (Anexo 4) e da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa — CONEP (1544/2003) (Anexo 5).

5. Analise estatistica

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

O significado estatistico das diferencas entre grupos foi calculado por meio
dos testes da probabilidade exata de Fisher ou do qui-quadrado (analise
univariada).

As determinacbes dos riscos de ocorréncia do ACE a que pacientes e
controles foram submetidos, foram obtidas por meio das razées das chances
(ORs) e calculadas considerando um intervalo de confianca (IC) de 95%.

Os valores das ORs foram corrigidos por meio de modelos de regressao
logistica multipla, tendo como variavel dependente o grupo (pacientes e controles)
e como varidveis independentes a idade, a raca e o sexo. A regresséo logistica foi
também utilizada para verificar a interacdo entre variaveis clinicas e
anatomo-patolégicas e bioldgicas do tumor em pacientes.

As analises foram realizadas com a utilizagdo do pacote estatistico SPSS
for Windows, version 8.0.0 (SPSS Incorporation, USA).
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1. Avaliacao clinica

As distribui¢Oes individualizadas dos 254 pacientes, de acordo com a idade,
0 sexo, a raga, o tabagismo, o etilismo e o padréao dietético estdo apresentadas
nos Anexos 6 e 7.

As distribuicdes dos 254 pacientes com ACE incluidos no estudo, de acordo
com caracteristicas clinicas e habitos, estdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3: Distribuicbes dos 254 pacientes com adenocarcinoma colorretal

esporadico de acordo com a idade, 0 sexo, a raca e o habito do

tabagismo e do etilismo

Variaveis

Numero de pacientes (%)

Idade (anos)
<60
> 60

Sexo
Masculino

Feminino

Raca
Caucasoide
Negroide
Asiatico

Tabagismo
Nao tabagista
Ex-tabagista
Tabagista
Nao obtido

Etilismo
Nao etilista
Ex-etilista
Etilista
Nao obtido

135 (53,1)
119 (46,9)

143 (56,3)
111 (43,7)

217 (85,4)
33 (13,0)
04 (1,6)

122 (48,0)
56 (22,0)
71 (28,0)
05 (2,0)

131 (51,6)
23 (9,1)
20 (7,9)
80 (31,5)
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A idade média + DP dos pacientes inseridos no estudo foi de 59,0 £ 13,0
anos, com mediana de 59,0 anos (variacao: 24-87). Houve um discreto predominio
de pacientes com idade menor que 60 anos.

A distribuicao dos pacientes por sexo mostrou um discreto predominio da
doenca em pacientes do sexo masculino em relacdo aos do feminino, guardando
uma relagcao entre si de 1,3:1,0.

A distribuicdo dos pacientes por raga mostrou que a doenga ocorreu
predominantemente em caucasoides.

Ja a distribuicao dos pacientes quanto ao habito de fumar, mostrou que a
doenca ocorreu de forma semelhante em individuos néo tabagistas, ex-tabagistas
ou tabagistas.

Quando foi considerada a distribuicdo dos pacientes, em relacdo ao

etilismo, observamos que a doenca ocorreu predominantemente em nao-etilistas.
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Tabela 4: Distribuicbes dos 254 pacientes com adenocarcinoma colorretal
esporadico em relacdo ao padrao dietético, de acordo com os valores

de referéncia da piramide alimentar brasileira

Variaveis de consumo Numero de pacientes (%)
Carne
Menor ou igual ao preconizado 54 (21,2)
Maior que o preconizado 115 (45,3)
Nao obtida 85 (33,5)

Verduras e leguminosas

Menor que o preconizado 149 (58,7)

Maior ou igual ao preconizado 20 (7,8)

Nao obtida 85 (33,5)
Frutas

Menor que o preconizado 138 (54,3)

Maior ou igual ao preconizado 31 (12,2)

N&o obtida 85 (33,5)

Cereais e fibras

Menor que o preconizado 168 (66,5)
Maior ou igual ao preconizado 0 (0,0)
Nao obtida 85 (33,5)

A mediana do numero de porgcdes de carnes consumidas por pacientes ao
més, foi de 66 (variacdo 12-180). As medianas de numeros de porgcdes de
verduras e leguminosas foi de 70 (variacdo 0-240), de frutas foi de 56
(variagdo 0-224) e de cereais e fibras foi de 12 (variacdo 2-32). Consumo de
carnes maior que o preconizado, caracterizou cerca de metade dos pacientes da

nossa amostra. Ja o consumo menor que o preconizado de verduras e
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leguminosas, frutas e cereais caracterizam cerca de 60% dos pacientes inseridos
no estudo.

As distribui¢cbes individualizadas dos 257 controles, de acordo com a idade,
0 sexo, a raga, o habito do tabagismo, o etilismo e o padréo dietético estdo
apresentadas nos Anexos 8 e 9.

A idade média + DP dos controles inseridos no estudo foi de
61,0 £ 3,0 anos, com mediana de 60,0 anos (variagdo: 54-67).

Dos 257 controles, 195 individuos foram do sexo masculino e 62 do sexo
feminino, 217 caucaséides, 33 negroéides e 02 asiaticos.

As distribuicbes comparativas dos 254 pacientes com ACE e dos 257
controles incluidos no estudo, de acordo com o padrdo dietético e o consumo dos
diferentes tipos de carnes, estao apresentadas nas Tabelas 5 e 6.
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Tabela 5:  Distribuicbes dos 169 pacientes com adenocarcinoma colorretal
esporadico e dos 101 jucontroles de acordo com o padrao dietético
estabelecido com bases nas referéncias da piramide alimentar
brasileira

o Pacientes Controles
Variaveis de Consumo n(%) (%) OR (1C95%) P valor
Carnes Totais
Menor ou igual preconizado 54 (31,9) 66 (65,3) 1,00 (referéncia)
< 0,0001
Maior que preconizado 115 (68,1) 35 (34,7) 24,3 (17,3-31,3)
Verduras e leguminosas
Menor que preconizado 149 (88,1) 83 (82,2) 4,7 (5,4-14,9)
0,93
Maior ou igual preconizado 20 (11,9) 18 (17,8) 1,00 (referéncia)
Frutas
Menor que preconizado 138 (81,5) 82 (81,2) 8,1 (3,2-19,3)
0,82
Maior ou igual preconizado 31 (18,4) 19 (18,8) 1,00 (referéncia)
Cereais Integrais
Menor que preconizado 169(100,0) 101 (100,0) 3,0 (1,2-4,93)
< 0,0001

Maior ou igual preconizado 0 (0,0) 0 (0,0) 1,00 (referéncia)

* O nimero de pacientes e controles avaliados por consumo dos diversos grupos de
alimentos (169 e 101) diferem do total incluido no estudo (254 e 255) devido a
impossibilidade de obten¢ao de dados confiaveis em varios individuos
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Observamos que cerca de 70% dos pacientes com ACE referiram ingestao
de carnes maior do que a preconizada, enquanto que cerca de 70% dos controles
referiram ingestao de carnes menor ou igual a preconizada.

Individuos com alto consumo de carnes estiveram sob risco 24 vezes maior
de ACE do que os demais. Nao foram observadas diferencas significativas no
padrao de ingesta de verduras, leguminosas e frutas entre pacientes e controles.

Ainda, todos os pacientes e controles avaliados referiram ingestao

insuficiente de cereais integrais.
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Tabela 6: Distribuicbes dos 169 pacientes com adenocarcinoma colorretal
esporadico e 101 controles de acordo com o consumo médio dos
diferentes tipos de carnes

Pacientes Controles
Tipo de (numero médio (numero médio
Carne porcoes ao més) porcoes ao més) P Valor
Bovina 143,8 121,0 0,02
Frango 148,8 112,5 <0,0001
Suina 153,8 103,9 <0,0001
Embutidos 144,9 119,2 0,01
Frios 138,9 129,7 0,32
Peixe 128,4 147,8 0,04

O numero de pacientes e controles avaliados por consumo dos diversos grupos de
alimentos (169 e 101) diferem do total incluido no estudo (254 e 255) devido a
impossibilidade de obtencao de dados confiaveis em varios individuos

O consumo médio de carne bovina, carne de frango, carne suina e
embutidos foi maior em pacientes do que em controles. Pacientes e controles
ingeriram frios de forma semelhante. Ainda, o consumo meédio de peixes em

controles foi maior do que em pacientes.
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2. Avaliacao do tumor

As distribuicbes individualizadas dos 254 pacientes de acordo com a
localizagédo, o grau de diferenciagcédo e o estagio do tumor estdo apresentadas no
Anexo 6.

As distribuicbes dos 254 pacientes de acordo com as caracteristicas do
tumor, estao apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7: Distribuicao dos 254 pacientes com adenocarcinoma colorretal
esporadico de acordo com a localizacao, o grau de diferenciacéo e o

estagio TNM do tumor

Variaveis do tumor Numero de pacientes (%)
Localizacao
Proximal 64 (25,2)
Distal 179 (70,5)
Proximal + distal 04 (1,6)
Nao obtido 07 (2,8)

Grau de diferenciacao

Bem diferenciado 50 (19,7)
Moderadamente diferenciado 178 (70,1)
Pouco diferenciado 14 (5,5)
N&ao obtido 12 (4,7)
Estagio TNM
I 39 (15,4)
I 70 (27.6)
Il 81 (31,9)
IV 32 (12,6)
N&ao obtido 21 (8,3)
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As distribuicbes dos pacientes por localizacdo e grau de diferenciacédo
mostraram que cerca de 70% deles apresentou tumor distal e moderadamente
diferenciado.

Ja a distribuicdo por estagios do sistema TNM mostrou que cerca de 40%
dos pacientes apresentaram tumor de estagio avancado (estagios Il + IV). O
estagiamento do tumor ndo pdde ser realizado em 21 pacientes com tumor retal,
que foram submetidos a tratamento neoadjuvante, apds o qual ndo foi identificada
leséo residual na peca cirurgica.

3. Andlise molecular do gene CYP1A1

3.1. Polimorfismo T6235C em pacientes e controles

As distribui¢cdes individualizadas dos pacientes com ACE e controles, de
acordo com o0s genétipos do polimorfismo T6235C do gene CYP1A1, estdo
apresentadas nos Anexos 9 e 10, respectivamente.

Os resultados obtidos em individuos inseridos no estudo, apés a
amplificagdo da regido de interesse do gene CYP1A71 e apds a digestédo
enzimatica dos fragmentos amplificados, estdo apresentados nas Figuras 4 e 5,

respectivamente.
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Figura 4:

Y e T— — N, W— = <—— 809 pb

I

Eletroforese em gel de agarose 2% com fragmentos de 899 pb obtidos
apos a amplificacdo de fragmento do gene CYP1A1, que contém o
polimorfismo T6235C, por meio da reacdo em cadeia da polimerase de
individuos inseridos no estudo. O marcador do tamanho do DNA, ladder

100 pb, esta apresentado na coluna 1
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Figura5: Produtos da digestdo enzimatica com a enzima Msp | para a
identificacdo dos genoétipos do polimorfismo T6235C do gene
CYP1A1, em gel de agarose 2%. Os fragmentos de 899 pb
correspondem ao alelo selvagem (T) e os fragmentos de 693 pb e
206 pb correspondem ao alelo variante (C). O marcador do tamanho
do DNA, ladder 100 pb, estd apresentado na coluna 1. Os resultados
obtidos de individuos com o genétipo selvagem estdo apresentados
nas colunas 3, 5 e 8. Os resultados obtidos em individuos com o
gendtipo variante em heterozigose estdo apresentados nas colunas
2,4 e 6 e com o gendtipo variante em homozigose na coluna 7

As amostras dos controles (X? = 0,054; P = 0,81) assim como as amostras
dos pacientes (X2 = 1,04; P = 0,30) estiveram em equilibrio de Hardy-Weinberg no
l6cus do polimorfismo T6235C do gene CYP1AT.

As frequiéncias dos gendtipos distintos do polimorfismo T6235C do gene
CYP1A1 em pacientes e controles estdo apresentadas na Tabela 8.

Resultados

71



Tabela 8:

FreqUéncias dos genétipos do polimorfismo T6235C do gene

CYP1A1 em pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico e

controles

Polimorfismo Pacientes Controles
OR * (IC 95%) Valor de P

T6235C n (%) n (%)

TT 175 (70,6) 163 (63,9) 1,00 (referéncia)

TC 64 (25,8) 81 (31,8) 0,73 (0,49-1,10) 0,13

CC 9 (3,6) 11 (4,3) 0,76 (0,30-1,96) 0,56

TT 175 (70,6) 163 (63,9) 1,00 (referéncia)
TC + CC 73 (29,4) 92 (36,1) 0,74 (0,50-1,08) 0,12
TT+TC 239 (96,4) 244(95,7) 1,00 (referéncia)

CC 9 (3,6) 11(4,3) 0,83 (0,32-2,09) 0,68

n, nimero de casos; numero de casos difere do total (254) devido a impossibilidade de
obtencdo de dados confiaveis para varios individuos; TT, individuos com o genotipo
selvagem em homozigose; TC, individuos heterozigotos; CC, individuos com o gendétipo
variante em homozigose; OR, razdo das chances; *, OR ajustada por idade, sexo e raga

Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiéncias dos
gendtipos TT, TC, e CC, quando avaliadas isoladamente ou combinadas, em
pacientes e controles.

Riscos similares de ocorréncia da doenca foram observados em individuos

com os distintos genotipos.
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As frequéncias dos gendtipos do polimorfismo T6235C do gene CYP1A1
em pacientes e controles estratificados pelos consumos variados de carnes,

verduras e frutas estao apresentados nas tabelas 9, 10 e 11 respectivamente.
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Tabela9: Freqliéncias dos gendtipos do polimorfismo T6235C do gene CYP1A71 em

pacientes e controles estratificados por diferentes consumos de carnes

CYP1A1T6235C / Pacientes  Controles
OR * (IC 95%) P valor
Consumo de carnes n (%) n (%)
TT / maior preconizado 74 (29,4) 2 (8,6) 1,00 (referéncia) 0,10
TC + CC / maior preconizado 39 (15,5 13 (5,1) 1,80 (0,90-3,63)
TT + TC / maior preconizado 108 (42,8) 34 (13,3) 1,00 (referéncia) 0,33
CC / maior preconizado 05 (2,0) 01 (0,4) 3,01 (0,3-27,3)
TT / menor ou igual preconizado 39 (15,5) 47 (18,4) 1,00 (referéncia) 0,0007
TC + CC / maior preconizado 39 (15, 13 (5,1) 3,85 (1,77-8,4)
TT + TC / menor ou igual
. 50 (19,8) 62 (24,3) 1,00 (referéncia) 0,14
preconizado
CC / maior preconizado 05 (2,0) 01 (0,4) 5,30 (0,58-48,3)
TT / menor ou igual preconizado 39 (15,5) 47 (18,4) 1,00 (referéncia) 0,63
TC + CC/ menor ou igual
. 11 (4,4) 17 (6,7) 0,80 (0,33-1,96)
preconizado
TT + TC / menor ou igual
. 50 (19,8) 62 (24,3) 1,00 (referéncia) 0,71
preconizado
CC / menor ou igual preconizado 00 (0,0) 02 (0,8) 0,003 (0,00-7,91)

TT, individuos com o genétipo selvagem; TC, individuos com o polimorfismo em

heterozigose; CC, individuos com o polimorfismo em homozigose; OR, razdo das

chances; *, OR ajustada por idade, sexo e raca
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A freqiéncia combinada dos gendtipos variantes,TC+CC, foi maior em
pacientes com alta ingestdo de carne do que em controles. Individuos com os
gendtipos variantes e com alto consumo de carnes estiveram sob risco 3,85 vezes

maior de manifestar o ACE do que os demais.
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Tabela 10: FreqUéncias dos genotipos do polimorfismo T6235C do gene CYP1A1

em pacientes e controles estratificados por diferentes consumos de

verduras e leguminosas

CYP1A1T6235C / Consumo de

Pacientes Controles

OR *(IC 95%) Pvalor
verduras e leguminosas n (%) n (%)
TT / menor preconizado 91 (36,1) 52 (20,4) 1,00 (referéncia) 0.85
TC + CC / menor preconizado 47 (18,6) 25 (9,8) 1,06 (0,58-1,95)
TT + TC / menor preconizado 134 (53,2) 74 (29,0) 1,00 (referéncia) 0.84
CC / menor preconizado 04 (1,6) 03 (1,2) 0,86 (0,1-4,1)
TT / maior ou igual preconizado 22 (8,7) 17 (6,7) 1,00 (referéncia) 0.37
TC + CC / menor preconizado 47 (18,6) 25 (9,8) 1,44 (0,64-3,26)
TT + TC / maior ou igual preconizado 24 (9,5) 22 (8,6) 1,00 (referéncia) 0.94
CC / menor preconizado 04 (1,6) 03 (1,2) 1,06 (0,19-5,69)
TT / maior ou igual preconizado 22 (8,7) 17 (6,7) 1,00 (referéncia) 0.35
TC + CC / maior ou igual preconizado 03 (1,2) 05 (2,0) 0,47 (0,94-2,33)
TT + TC / maior ou igual preconizado 24 (9,5) 22 (8,6) 1,00 (referéncia) 0.86
CC / maior ou igual preconizado 01 (0,4) 00 (0,0) 761,5 (0,00-1,24)

TT, individuos com o gendtipo selvagem; TC, individuos com o polimorfismo em

heterozigose; CC, individuos com o polimorfismo em homozigose; OR, razdo das

chances; *, OR ajustada por idade, sexo e raca
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Nao observamos diferencas significativas entre os gendétipos distintos do
polimorfismo T6235C do gene CYP1AT e os diferentes padrées de consumo de

verduras e leguminosas em pacientes e controles.
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Tabela 11: Frequéncias dos gendtipos do polimorfismo T6235C do gene
CYP1A1 em pacientes e controles estratificados por diferentes
consumos de frutas

CYP1A1T6235C / Pacientes Controles
OR *(IC95%) Pvalor
Consumo de frutas n (%) n (%)
TT / menor preconizado 79 (31,3) 39 (15,3) 1,00 (referéncia) 0.47
TC + CC / menor preconizado 33 (13,1) 21 (8,2) 0,78 (0,39-1,54)
TT + TC / menor preconizado 109 (43,2) 57 (22,3) 1,00 (referéncia) 0.55
CC / menor preconizado 03 (1,2) 03 (1,2) 0,60 (0,1-3,1)
TT / maior ou igual preconizado 34 (13,7) 00 (0,0) 1,00 (referéncia) 0.40
TC + CC / menor preconizado 33 (13,1) 21 (8,2) 1,38 (0,64-2,30)
TT + TC / maior ou igual preconizado 49 (19,4) 00 (0,0) 1,00 (referéncia) 0.90
CC / menor preconizado 03 (1,2) 03 (1,2) 1,11 (0,20-6,25)
TT / maior ou igual preconizado 34 (13,7) 00 (0,0) 1,00 (referéncia) 0.37

TC + CC / maior ou igual preconizado 17 (6,7) 00 (0,0) 1,56 (0,58-4,18)

TT + TC / maior ou igual preconizado 49 (19,4) 00 (0,0) 1,00 (referéncia) 0.79
CC / maior ou igual preconizado 02 (0,8) 00 (0,0) 834,3 (0,00-4,74)

TT, individuos com o gendtipo selvagem; TC, individuos com o polimorfismo em

heterozigose; CC, individuos com o polimorfismo em homozigose; OR, razdo das

chances; *, OR ajustada por idade, sexo e raca

FreqUéncias similares dos gendtipos foram observadas em pacientes e

controles com os diferentes consumos de frutas.
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3.2. Polimorfismo T6235C e aspectos clinicos de pacientes

As frequéncias do polimorfismo T6235C do gene CYP1A1 em pacientes
estratificados por aspectos clinicos estdo apresentadas na Tabela 12. Ja as
freqUéncias estratificadas por padrao dietético estdo na tabela 13.
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Tabela 12: Frequéncias dos gendtipos do polimorfismo T6235C do gene
CYP1A1 em adenocarcinoma colorretal esporadico estratificados por
aspectos clinicos

Genotipos Isolados Genoétipos Combinados
Variavel n T TC cc TT +TC TC+CC
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Idade 247~
<60 141 100(70,9) 36(25,5) 05(3,6) 136 (96,4) 41 (29,1)
=60 106 75 (70,7) 27 (25,5) 04 (3,8) 102 (96,2) 31 (29,3)
P valor 0,99 0,59 0,54
Raca 248 *

Caucasoide 211 152(72,0) 51(24,2) 08(3,8) 203 (96,2) 59 (28,0)
Negroide 32 21 (65,6) 11 (34,4) 00 (0,0) 32 (100,0) 11 (34,4)
Asiatico 05 02 (40,0) 02 (40,0) 01 (20,0) 04 (80,0) 03 (60,0)

P valor 0,10 0,08 0,49
Sexo 247+
Masculino 141 104 (73,7) 32(22,7) 05(3,6) 136 (96,4) 37 (26,3)
Feminino 106 71 (66,9) 31(29,3) 04 (3,8) 102 (96,2) 35 (33,1)
P valor 0,49 1,0 0,26
Tabagismo 243~
Tabagista 70  51(72,9) 15(21,4) 04 (5,7) 66 (94,3) 19 (27,1)
Ex-Tabagista 54 36 (66,7) 17 (31,5) 01 (1,8) 53 (98,2) 18 (33,3)
Nao Tabagista 119 85 (71,4) 31(26,1) 03(2,5) 116 (97,5) 34 (28,6)
P valor 0,53 0,39 0,73
Etilismo 168 *
Etilista 19 11 (57,9) 07 (36,8) 01 (5,3) 18 (94,7) 08 (42,1)
Ex-etilista 22 18 (81,8) 04 (18,2) 00 (0,0) 22 (100,0) 04 (18,2)
Nao etilista 127 88 (69,3) 35 (27,6) 4 (3,1) 123 (96,9) 39 (30,7)
P valor 0,53 0,59 0,24

n, nimero de casos; *, numero de casos difere do total (254) devido a impossibilidade de obtengao
de dados confiaveis para varios individuos; TT, individuos com o genétipo selvagem; TC,
individuos com o polimorfismo em heterozigose; CC, individuos com o polimorfismo em
homozigose
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Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiéncias dos
gendtipos do polimorfismo T6235C do gene CYP1A1 em pacientes com ACE, em

relacdo a idade, a raga, ao sexo e quanto aos habitos do tabagismo e do etilismo.
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Tabela 13: Freqiéncias dos gendtipos do polimorfismo T6235C do gene
CYP1A1 em pacientes estratificados por padrao dietético

Variavel Genétipos Isolados Genétipos Combinados
n T TC cc TT+TC TC+CC
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Consumo Carnes 164*

Menor ou igual

. 43 32(74,4) 11(25,6) 00 (0,0) 43 (26,4) 11 (6,7)
preconizado
Maior preconizado 121  81(66,9) 34(28,1) 05 (4,1) 115 (95,0) 39 (32,2)
Valor de P 0,35 0,32 0,44

Consumo Verduras 163 *

Maior ou igual
, 18 16(88,9) 01(56) 01(5,6) 17 (94,4) 02 (11,2)
preconizado

Menor preconizado 145 97 (66,9) 44(30,3) 04 (2,8) 141 (97,2) 48 (33,1)

Valor de P 0,07 0,44 0,02

Consumo Frutas 163 *

Maior ou igual
. 30 22(73,4) 07(28,3) 01(3,3) 29 (96,7) 08 (26,6)
preconizado

Menor preconizado 133 91(68,4) 38(28,6) 04 (3,0) 129 (97,0) 42 (31,6)

Valor de P 0,84 1,0 0,66

n, numero de casos; *, numero de casos difere do total (254) devido a impossibilidade de
obtencdo de dados confiaveis para varios individuos; TT, individuos com o gendtipo
selvagem; TC, individuos com o polimorfismo em heterozigose; CC, individuos com o

polimorfismo em homozigose
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FreqUéncias similares dos gendétipos do polimorfismo T6235C do gene
CYP1A1 foram observadas em pacientes com os diversos consumos de carnes e
frutas. Entretanto, a freqiéncia dos gendétipos variantes, TC+CC, foi maior em
pacientes com consumo insuficiente de verduras do que naqueles com consumo

ideal.

3.3. Polimorfismo T6235C e aspectos anatomo-patoldgicos e
biolégicos do tumor

As freqUéncias dos gendtipos do polimorfismo T6235C do gene CYP1A1
em pacientes estratificados por aspectos anatomo-patolégicos e bioldgicos do
tumor estao apresentadas na Tabela 14.
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Tabela 14: Freqiéncias dos genétipos do polimorfismo T6235C do gene
CYP1A1 em pacientes estratificados por aspectos

anatomo-patolégicos e bioldgicos do tumor

Genétipos Isolados Genétipos Combinados
Variavel n T TC cc TT+TC  TC+CC
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Localizagdao Tumor 241 *
Distal 174 120 (68,9) 49(28,2) 05(2,9) 169 (97,1) 54 (31,1)
Proximal/ 67 52(77.6) 12(17,9) 03 (4,5) 64(955  15(22,4)
Proximal e Distal
P valor 0,23 0,68 0,20
Grau Diferenciagdo 237 *
Pouco 14 10 (71,4) 04 (28,6) 00 (0,0) 14 (100,0) 04 (28,6)
Moderado 173 121 (69,9) 46 (26,6) 06 (3,5) 167 (96,5) 52 (30,1)
Bem 50 38 (76,0) 10(20,0) 02 (4,0 48 (96,0) 12 (24,0)
P valor 0,83 0,75 0,70
Estagio TNM 218 *
-1l 108 82 (75,9) 24(22,3) 02(1,8) 106 (98,2) 26 (24,1)
-1V 110 72 (65,4) 32(29,1) 06 (5,5) 104 (94,5) 38 (34,6)
P valor 0,15 0,28 0,10

n, namero de casos; *, numero de casos difere do total (254) devido a impossibilidade de
obtengdo de dados confidveis para varios individuos; TT, individuos com genotipo
selvagem; TC, individuos com o polimorfismo em heterozigose; CC, individuos com o

polimorfismo em homozigose
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Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiéncias dos
gendtipos do polimorfismo T6235C do gene CYP1A1 em pacientes com ACE, em

relacdo a localizagéo, ao grau de diferenciagéo e ao estagio TNM do tumor.

3.4. Polimorfismo A4889G em pacientes e controles

As distribuicbes individualizadas dos pacientes com ACE e controles, de
acordo com os gendtipos do gene CYP1AT, para o polimorfismo A4889G, estdo
apresentadas nos Anexos 10 e 11, respectivamente.

Os resultados obtidos em individuos inseridos no estudo ap6s a
amplificagdo da regido de interesse do gene CYP1A71 e apdés a digestédo
enzimatica dos fragmentos amplificados estdo apresentados nas Figuras 6 e 7,

respectivamente.
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Figura 6:

TS s s <—— 204 pb

Eletroforese em gel de agarose 2% com fragmentos de 204 pb
obtidos ap6s a amplificacao de parte do éxon 7 do gene CYPI1AT,
que contém o polimorfismo A4889G, por meio da reacdo em cadeia
da polimerase. O marcador do tamanho do DNA, ladder 100 pb, esta
apresentado na coluna 1. Os resultados obtidos de individuos

inseridos no estudo estao apresentados nas colunas de 2 a 8
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<+— 204 pb
s «—149pb

s <4«— 55pb

Figura7: Produtos da digestdo enzimatica com a enzima BsrD | para a
identificacdo dos gendtipos do polimorfismo A4889G do gene
CYP1A1, em gel de agarose 2%. Os fragmentos de 149 pb e 55 pb
correspondem ao alelo selvagem. O marcador do tamanho do DNA,
ladder 100 pb, estd apresentado na coluna 1. Os resultados obtidos
de individuos com o gendétipo selvagem estdo apresentados nas
colunas 2, 5 e 8. Os resultados obtidos em individuos com o gendtipo
variante em heterozigose estdo apresentados nas colunas 3,4 e 7 e

com o genotipo variante em homozigose na coluna 6

As amostras dos controles avaliadas para o polimorfismo A4889G
estiveram em equilibrio de Hardy-Weinberg (X2 =1,11; P=0,29). Em contraste, as
amostras dos pacientes nao confirmaram a expectativa de Hardy-Weinberg
(X?=28,14; P < 0,0001) no lécus do polimorfismo A4889G.

As frequéncias do polimorfismo A4889G do gene CYP1A7 em pacientes e
controles estao apresentadas na Tabela 15.
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Tabela 15: Freqiiéncias dos genoétipos do polimorfismo A4889G do gene
CYP1A1 em pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico e

controles

Polimorfismo Pacientes Controles
OR * (IC 95%) Valor de P
A4889G n (%) n (%)
GG 16 (6,6) 08 (3,0) 1,65 (0,67-4,08) 0,28
AG 39 (15,4) 61 (24,2) 0,64 (0,41-1,02) 0,06
AA 195 (78,0) 185 (72,8) 1,00 (referéncia)
GG + AG 55 (22,0) 69 (27,2) 0,76 (0,50-1,15) 0,20
AA 195 (78,0) 185 (72,8) 1,00 (referéncia)
GG 15 (6,0) 09 (3,5) 1,80 (0,73-4,43) 0,20
AG + AA 235 (94,0) 245 (96,5) 1,00 (referéncia)

n, nimero de casos; GG, individuos com o gendtipo variante em homozigose; AG,

individuos em heterozigose; AA, individuos com o genétipo selvagem; OR, razdo das

chances; *, OR ajustada por idade, sexo e raca
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Nao houve diferenca significativa entre as freqiéncias dos gendtipos AA,
AG e GG, isolados ou agrupados, em pacientes e controles.

Riscos similares de ocorréncia da doenca foram observados em individuos
com os distintos genotipos.

As freqUéncias dos gendétipos do polimorfismo A4889G do gene CYP1A1
em pacientes e controles estratificados por consumos variados de carnes,
verduras e leguminosas e frutas estdo apresentadas nas tabelas 16, 17 e 18,
respectivamente.
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Tabela 16: Freqiiéncias dos genoétipos do polimorfismo A4889G do gene

CYP1A1 em pacientes e controles estratificados por consumo de

carnes

CYP1A1 A4889G / Consumo de Pacientes Controles

OR*(IC95%) P valor
carnes n (%) n (%)
AA / maior preconizado 84 (33,3) 22 (8,6) 1,00 (referéncia)
0,24
AG + GG / maior preconizado 30 (12,0) 13 (5,1) 0,60 (0,25 — 1,40)
AA + AG / maior preconizado 104 (41,3) 34 (13,3) 1,00 (referéncia)
0,22
GG / maior preconizado 10 (4,0) 01 (0,4) 3,83 (0,4 — 33,4)
AA / menor ou igual preconizado 44 (17,4) 49 (19,4) 1,00 (referéncia)
0,007
AG + GG / maior preconizado 30 (12,0) 13 (5,1) 3,02 (1,35 -6,7)
AA + AG / menor ou igual o
. 48 (19,0) 62 (24,3) 1,00 (referéncia)
preconizado 0,018
GG / maior preconizado 10 (4,0) 01 (0,4) 12,8 (1,54 — 106,3)
AA / menor ou igual preconizado 44 (17,4) 49 (19,4) 1,00 (referéncia)
AG + GG / menor ou igual 0,32
. 07 (2,8) 15 (6,0) 0,60 (0,21 —1,66)
preconizado
AA + AG / menor ou igual o
. 48 (19,0) 62 (24,3) 1,00 (referéncia)
preconizado 0,47
GG / menor ou igual preconizado 03 (1,2) 02 (0,8) 2,06 (0,29 — 14,57)

AA, individuos com o genétipo selvagem; AG, individuos com o polimorfismo em

heterozigose; GG, individuos com o polimorfismo em homozigose; OR, razdo das

chances; *, OR ajustada por idade, sexo e raca
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A freqliéncia isolada do gendtipo variante GG e a frequéncia combinada
dos gendtipos variantes, AG+GG foram maiores em pacientes com alta ingestao
de carne do que em controles. Individuos com os genoétipos variantes e com alto
consumo de carnes estiveram sob risco 3,02 vezes maior de manifestar o ACE do

que os demais.
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Tabela 17: Freqiéncias dos genoétipos do polimorfismo A4889G do gene
CYP1A1 em pacientes e controles estratificados por consumo de

verduras e leguminosas

CYP1A1 A4889G / Consumo Pacientes = Controles

. OR * (IC 95%) P valor
de verduras e leguminosas n (%) n (%)

AA / menor preconizado 107 (42,5) 52 (20,4) 1,00 (referéncia) 0,16
AG + GG / menor preconizado 32 (12,7) 25 (9,8) 0,63 (0,33-1,20)

AA + AG / menor preconizado 128 (50,9) 74 (29,0) 1,00 (referéncia) 0,30
GG / menor preconizado 11 (4,4) 03 (1,2) 2,01 (0,53-7,65)

AA / maior ou igual o
_ 21 (8,3) 19 (7,5) 1,00 (referéncia) 0,63
preconizado

AG + GG / menor preconizado 32 (12,7) 25 (9,8) 1,23 (0,52-2,88)

AA + AG / maior ou igual o
_ 24 (9,5) 22 (8,6) 1,00 (referéncia) 0,10
preconizado

GG / menor preconizado 11 (4,4) 03 (1,2) 3,32 (0,79-13,98)

AA / maior ou igual o
_ 21 (8,3) 19 (7,5) 1,00 (referéncia) 0,55
preconizado

AG + GG / maior ou igual
_ 05 (2,0) 03 (1,2) 1,62 (0,33-7,98)
preconizado

AA + AG / maior ou igual o
_ 24 (9,5) 22 (8,6) 1,00 (referéncia) 0,78
preconizado

GG / maior ou igual
_ 02 (0,8) 00 (0,0) 113,8 (0,00-3,4)
preconizado

AA, individuos com o gendtipo selvagem; AG, individuos com o polimorfismo em
heterozigose; GG, individuos com o polimorfismo em homozigose; OR, razdo das
chances; *, OR ajustada por idade, sexo e raca
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Nao observamos diferencas significativas entre os gendtipos do
polimorfismo A4889G do gene CYP1AT e os diferentes padrdes de consumo de

verduras e leguminosas em pacientes e controles.
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Tabela 18: Freqiiéncias dos genoétipos do polimorfismo A4889G do gene

CYP1A1 em pacientes e controles estratificados por consumo de

frutas

CYP1A1 A4889G / Consumo de
frutas

Pacientes Controles

OR * (IC 95%) P valor
n (%) n (%)

AA / menor preconizado

AG + GG / menor preconizado

AA + AG / menor preconizado

GG / menor preconizado

AA / maior ou igual preconizado

AG + GG / menor preconizado

AA + AG / maior ou igual
preconizado

GG / menor preconizado

AA / maior ou igual preconizado

AG + GG / maior ou igual
preconizado

AA + AG / maior ou igual
preconizado

GG / maior ou igual preconizado

91 (36,1) 42 (16,5) 1,00 (referéncia) 0,16
23 (9,1) 18 (7,1) 0,59 (0,28-1,23)

107 (42,5) 57 (22,3) 1,00 (referéncia) 0,71

07 (28  03(1,2)  1,30(0,31-5,38)

37 (14,7) 29 (11,4) 1,00 (referéncia) 0,95

23(9,1)  18(7,1)  1,02(0,45-2,28)

45(17,8) 39 (15,3) 1,00 (referéncia) 0,26

07(28)  03(1,2) 232(0,53-10,17)

37 (14,7) 29 (11,4) 1,00 (referéncia) 0,68

14 (55  10(3,9) 1,23 (0,45-3,34)

45 (17,8) 39(15,3) 1,00 (referéncia) 0,73

06 (2,4)  00(0,0) 2968 (0,00-2,43)

AA, individuos com o genétipo selvagem; AG, individuos com o polimorfismo em

heterozigose; GG, individuos com o polimorfismo em homozigose; OR, razdo das

chances; *, OR ajustada por idade, sexo e raca
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FreqUéncias similares dos genétipos avaliados foram observadas em

pacientes e controles com distintos consumos de frutas.
3.5. Polimorfismo A4889G e aspectos clinicos de pacientes
As freqUéncias do polimorfismo A4889G do gene CYP1A1 em pacientes

estratificados por aspectos clinicos e por padréao dietético estdo apresentadas nas
Tabelas 19 e 20, respectivamente.
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Tabela 19: Freqiiéncias dos genoétipos do polimorfismo A4889G do gene
CYP1A1 em pacientes estratificados por aspectos clinicos
Genotipos Isolados Genotipos Combinados
Variavel n AA AG GG AA+AG AG +GG
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Idade 249 ¢
<60 142 101 (71,1) 29(20,4) 12(8,5) 130 (91,5) 41 (28,9)
> 60 107 80(74,8) 19(17,7) 08(7,5 99 (92,5) 27 (25,2)
P valor 0,81 0,48 0,56
Raca 249 *

Caucasoide 212 149 (70,3) 44 (20,7) 19(9,0) 193 (91,0) 63 (29,7)
Negroide 33 29(87,9) 03(9,1) 01(3,0) 32 (97,0) 04 (12,1)
Asiatico 04 03(75,0) 01(250) 00 (0,0) 04 (100,0) 01 (25,0)
P valor 0,30 0,42 0,10

Sexo 249 *

Masculino 142 101 (71,1) 29 (20,4) 12(8,5) 130 (91,5) 41 (28,9)
Feminino 107 80(74,8) 19(17,7) 08 (7, 99 (92,5) 27 (25,2)
P valor 0,81 0,81 0,56

Tabagismo 245 *

Tabagista 71 55(77,5) 11(155) 05(7,0) 66 (93,0) 16 (22,5)
Ex-Tabagista 54 39(72,2) 12(22,2) 03(5,6) 51 (94,4) 15 (27,8)
Nao Tabagista 120 98(81,7) 15(12,5) 07 (5,8) 113 (94,2) 22 (18,3)

P valor 0,58 0,92 0,36

Etilismo 170 *

Etilista 20 13 (65,0) 05 (25,0) 02 (10,0) 18 (90,0) 7 (35,0)
Ex-etilista 22  19(86,4) 03(13,6) 00 (0,0) 22 (100,0) 3 (13,6)
N3o etilista 128 100 (78,1) 17 (13,3) 11 (8,6) 117 (91,4) 28 (21,9)

P valor 0,37 0,34 0,24

n, namero de casos; *, numero de casos difere do total (254) devido a impossibilidade de
obtencdo de dados confiaveis para varios individuos; AA, individuos com o gendétipo
selvagem; AG, individuos com a variacao em heterozigose; GG, individuos com a variagao

em homozigose
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Nao foram observadas diferencas significativas entre as frequiéncias dos
polimorfismos A4889G do gene CYP1A1 em pacientes com ACE, em relacdo a

idade, a raga, ao sexo e quanto aos habitos do tabagismo e do etilismo.
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Tabela 20: Freqiéncias dos genétipos do polimorfismo A4889G do gene
CYP1A1 em pacientes estratificados por padrao dietético
Variavel " ney ntw nGa  nea  neo
Consumo Carnes 165~
Menor ou igual 44 39 (88,6) 03(6,8) 02 (4,6) 42 (95,4) 05 (11,4)
preconizado
Maior preconizado 121 89 (73,6) 21 (17,3) 11 (9,1) 110 (90,9) 32 (26,4)
Pvalor 0,12 0,51 0,06
Consumo Verduras 165 *
Maior ou igual 18 15 (78,9) 03 (15,8) 01 (5,3) 18 (94,7) 04 (21,1)
preconizado
Menor preconizado 145 113 (77,4) 21(14,4) 12 (8,2) 134 (91,8) 33 (22,6)
Pvalor 0,89 1,00 1,00
Consumo Frutas 165 *
Maior ou igual 30 22 (73,4) 04 (13,3) 04 (13,3) 26 (86,7) 08 (26,6)
preconizado
Menor preconizado 135 106 (78,5) 20 (14,8) 09 (6,7) 126 (93,3) 29 (21,5)
P valor 0,47 0,25 0,62

n, numero de casos; *, numero de casos difere do total (254) devido a impossibilidade de

obtencdo de dados confidveis para varios individuos; AA, individuos com o gendtipo

selvagem; AG, individuos com o genétipo variante em heterozigose; GG, individuos com o

gendtipo variante em homozigose; OR, razdo das chances; *, OR ajustada por idade,

Sexo e raga
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Observamos uma tendéncia de risco entre as frequiéncias do polimorfismo
A4889G do gene CYP1A1, em pacientes com ACE, em relacdao ao consumo de
carne quando considerados aqueles com consumo acima do preconizado
(P = 0,06). Entretanto, quando comparadas as freqiéncias do grupo de pacientes
com a combinacdo dos gendtipos variantes, que tiveram um consumo maior do
que o preconizado de carnes, com 0s controles ndo foi observada diferenca.
Frequéncias similares dos gendétipos do polimorfismo A4889G do gene CYP1A1
foram observadas em pacientes estratificados pelos diferentes consumos de

verduras e frutas.
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3.6. Polimorfismo A4889G aspectos anatomo-patologicos e
bioldgicos do tumor

As freqUéncias dos gendtipos do polimorfismo A4889G do gene CYP1A1
em pacientes estratificados por aspectos anatomo-patolégicos e bioldgicos do
tumor estao apresentadas na Tabela 21.
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Tabela 21: Freqiiéncias dos genétipos do polimorfismo A4889G do gene
CYP1A1 em pacientes estratificados por aspectos
anatomo-patolégicos e bioldgicos do tumor

Genétipos Isolados Genoétipos
Variavel n Combinados
AA AG GG AA + AG AG+ GG
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Localizagdo Tumor 243 *
Distal 176 132(75,0) 31(17,6) 13(7,4) 163 (92,6) 44 (25,0)
Proximal/ 67 46 (68,7) 16(23,9) 05 (7,4) 62 (92,6) 21 (31,3)
Proximal e Distal
P valor 0,53 1,0 0,33
Grau Diferenciacdo 239 *
Pouco 14 12(85,7) 02(14,3) 00 (0,0) 14 (100,0) 02 (14,3)
Moderado 175 131 (74,8) 32(18,3) 12(6,9) 163 (93,1) 44 (25,2)
Bem 50 32 (64,00 12(24,0) 06 (12,0) 44 (88,0) 18 (36,0)
P valor 0,37 0,26 0,17
TNM 220 *
Il 109 85(78,0) 18(16,5) 06 (5,5) 103 (94,5) 24 (22,0)
-1V 111 76 (68,5) 25(22,5) 10 (9,0 101 (91,00 35(31,5)
P valor 0,26 0,43 0,12

n, numero de casos; *, numero de casos difere do total (254) devido a impossibilidade de
obtencdo de dados confiaveis para varios individuos; AA, individuos com genétipo
selvagem; AG, individuos com o polimorfismo em heterozigose; GG, individuos com o

polimorfismo em homozigose
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Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiéncias dos
polimorfismos A4889G do gene CYP1A71 em pacientes com ACE, em relagédo a

localizag&o, ao grau de diferenciagédo e ao estagio TNM do tumor.

4. Analise molecular do gene NAT1

4.1. Haplétipos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10 em pacientes e controles

As distribui¢cdes individualizadas dos pacientes com ACE e controles, de
acordo com os haplétipos do gene NATT para os polimorfismos NAT1*4, NAT1*3
e NAT1*10, estdo apresentadas nos Anexos 10 e 11, respectivamente.

Os resultados obtidos em individuos inseridos no estudo ap6s a
amplificagéo da regido de interesse do gene NATT e apds a digestdo enzimatica
dos fragmentos amplificados estdao apresentados nas Figuras 8, 9, 10 e 11,

respectivamente.
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= N 4 247pb

Figura8: Eletroforese em gel de agarose 2% com fragmentos de 247 pb
obtidos apds a amplificagéo de fragmento do gene NATT por meio da
reacdo em cadeia da polimerase. O marcador do tamanho do DNA,
ladder 100 pb, esta apresentado na coluna 1. Os resultados obtidos
de individuos inseridos no estudo estdo apresentados nas colunas
2a’7
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Figura 9:

1 2 3 4 5 6 7
TR
—_——
— < 131 pb
<«——105 pb
<+«——71pb

Produtos da digestdo enzimatica com a enzima Mbo | para a
identificagdo dos hapldtipos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10 do gene
NAT1, em gel de agarose 4%. Os fragmentos com bandas de
105 pb, 71 pb, 45 pb e 26 pb correspondem ao haplétipo selvagem
(4/4). Os fragmentos de 45 pb e 26 pb ndo constam da figura. Os
fragmentos de 131 pb, 71 pb e 45 pb correspondem aos haplétipos
variantes (3/3, 3/10 ou 10/10). O fragmento de 45 pb nao consta da
figura. O marcador do tamanho do DNA, ladder 100 pb, esta
apresentado na coluna 1. Os resultados obtidos de individuos com o
haplétipo selvagem estdo apresentados nas colunas 2, 3,4 e 5. O
haplétipo variante em heterozigose (4/3 ou 4/10) esta apresentado na
coluna 6 e o haplétipo variante em homozigose (3/3, 3/10 ou 10/10)

na coluna 7
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Figura 10:

T — — o —— v 4—— 693 pb

-—

— ngp— N— «——223pb

Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos obtidos apds a
realizacdo da reacdao em cadeia da polimeirase alelo-especifica para
identificacdo do polimorfismo NAT1*3. Os fragmentos com banda de
693 pb representam parte do gene da globina beta e os com 223 pb,
o variante NAT1*3. O marcador do tamanho do DNA, ladder 100 pb,
esta apresentado na coluna 1. Os resultados obtidos de individuos
com presenca do alelo NAT1*3 inseridos no estudo, estédo
apresentados nas colunas 2, 3, 4 e 6. Os resultados obtidos de
individuos sem o polimorfismo NAT1*3 estdo apresentados nas

colunas5e7
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Figura 21: Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos obtidos apds a
realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase alelo-especifica para
identificacdo do polimorfismo NAT1*10. Os fragmentos de 693 pb
representam parte do gene da globina beta e os com 223 pb, o alelo
variante NAT1*10. O marcador do tamanho do DNA, ladder 100 pb,
estd apresentado na coluna 1. Os resultados obtidos de individuos
com presenga do alelo NAT1*10 inseridos no estudo estdo
apresentados nas colunas 3, 4, 7 e 8. Os resultados obtidos de
individuos sem o polimorfismo NAT1*10 estdo apresentados nas

colunas2,5e6

As amostras dos controles avaliadas para os polimorfismos do gene NAT1
estiveram em equilibrio de Hardy-Weinberg (X? = 0,48; P = 0,49) assim como as
amostras dos pacientes (X?= 1,06; P = 0,30).

As frequéncias dos polimorfismos do gene NATT em pacientes e controles

estdo apresentadas na Tabela 22.

Resultados
106



Tabela 22: Frequéncias dos polimorfismos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10 do gene
NAT1 em pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico e

controles
) . Pacientes Controles
Polimorfismos OR * (IC 95%) Valor de P
n (%) n (%)

10/10 17 (6,9) 18 (7,1) 1,20 (0,51-2,79) 0,67
4/10+3/10 108 (43,5) 91 (36,0) 1,81 (1,14-2,87) 0,01

4/4+3/3+4/3 123 (49,6) 144 (56,9) 1,00 (referéncia)
10/10 + 4/10+3/10 125 (50,4) 109 (43,1) 1,67 (1,09-2,56) 0,02

4/4+3/3+4/3 123 (49,6) 144 (56,9) 1,00 (referéncia)
10/10 17 (6,8) 18 (7,1) 1,07 (0,47-2,46) 0,86

4/10+3/10 +
231 (93,2) 235 (92,9) 1,00 (referéncia)
4/4+3/3+4/3

n, numero de casos; 10/10 e 3/3, individuos com o polimorfismo em homozigose; 4/10, 4/3
e 3/10, individuos com o polimorfismo em heterozigose; 4/4 , individuos com os alelos
selvagens, OR, razdo das chances; *, OR ajustada por idade, sexo e raga; os genétipos
10/10, 4/10 e 3/10 correspondem aos acetiladores rapidos; os gendtipos 3/3, 4/3 e 4/4
correspondem aos acetiladores lentos

Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiéncias dos
genotipos 10/10, 4/10, 4/4, 4/3 e 3/10 quando avaliadas isoladamente. Porém
houve diferenga significativa quando comparadas as frequéncias combinadas
10/10+4/10+3/10 (acetiladores rapidos) em relacdo as 4/4+3/3+4/3 (acetiladores
lentos) (P = 0,02).
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As freqUéncias dos haplotipos NAT1*3, NAT1*4 e NAT1*10 do gene NATT
em pacientes e controles estratificados por consumos variados de carnes,
verduras e leguminosas e frutas estdo apresentadas nas tabelas 23, 24 e 25

respectivamente.
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Tabela 23: Frequiéncias dos haplétipos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10 do gene

NAT1 em pacientes e controles estratificados por consumo de carnes

NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10/ Pacientes Controles
OR * (IC 95%) P valor
Consumo de carnes n (%) n (%)
4/4+4/3+3/3 + 4/10+3/10 e maior o
) 107 (42,4) 34 (13,3) 1,00 (referéncia)
preconizado 0,75
10/10 e maior preconizado 07 (2,8) 00 (0,0) 921,6 (0,00-2,04)
4/4+4/3+3/3 e maior preconizado 80 (31,7) 31 (12,1) 1,00 (referéncia)
4/10+3/10 + 10/10 e maior 0,01
. 34 (13,5) 03 (1,2) 4,98 (1,35-18,28)
preconizado
4/4+4/3+3/3 + 4/10+3/10 e menor ou o
) ) 48 (19,0) 62 (24,3) 1,00 (referéncia)
igual preconizado 0,70
10/10 e maior preconizado 07 (2,8) 00 (0,0) 5675,9 (0,00-8,7)
4/4+4/3+3/3 e menor ou igual o
) 39 (15,5) 49 (19,2) 1,00 (referéncia)
preconizado
<0,0001
4/10+3/10 + 10/10 e maior
. 34 (13,5) 03 (1,2) 35,3 (7,12-175,5)
preconizado
4/4+4/3+3/3 e menor ou igual o
) 33 (13,1) 49 (19,2) 1,00 (referéncia)
preconizado
0,07
4/10+3/10 + 10/10 e menor ou igual
) 17 (6,7) 15 (5,8) 2,32 (0,92-5,87)
preconizado
4/4+4/3+3/3 + 4/10+3/10 e menor ou o
) ) 48 (19,0) 62 (24,3) 1,00 (referéncia)
igual preconizado 0,71
10/10 e menor ou igual preconizado 02 (0,8) 02 (0,8) 1,47 (0,18-11,5)

10/10 e 3/3, individuos com o haplétipo em homozigose; 4/10, 4/3 e 3/10, individuos com o haplétipo
em heterozigose; 4/4 , individuos com haplétipo selvagem; OR, razdo das chances; *, OR ajustada
por idade, sexo e raca
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A freqliéncia combinada de haplétipos variantes NAT1*10, em homozigose
e heterozigose, que caracterizam individuos acetiladores rapidos, foi maior em

pacientes do que em controles com consumo excessivo de carnes.

Individuos com os haplétipos variantes e consumo excessivo de carnes

estiveram sob risco de ACE 35,3 vezes maior que os demais.
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Tabela 24: Frequéncias dos haplotipos NAT1*4, NAT1*3, NAT1*10 do gene
NAT1 em pacientes e controles estratificados por consumo de

verduras e leguminosas

NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10/ Pacientes Controles
OR * (IC 95%) P valor
Consumo de verduras e leguminosas n (%) n (%)
4/4+4/3+3/3 + 4/10+3/10 e menor
131 (52,0) 75 (29,4) 1,00 (referéncia) 0,43
preconizado
10/10 e menor preconizado 07 (2,8) 02 (0,8) 1,93 (0,37-9,96)
4/4+4/3+3/3 e menor preconizado 96 (38,1) 64 (25,1) 1,00 (referéncia) 0,02
4/10+3/10 + 10/10 e menor preconizado 42 (16,7) 13 (5,1) 2,28 (1,09-4,75)
4/4+4/3+3/3 + 4/10+3/10 e maior ou igual
24 (9,5) 21 (8,2) 1,00 (referéncia) 0,17
preconizado
10/10 e menor preconizado 07 (2,8) 02 (0,8) 3,34 (0,60-18,64)
4/4+4/3+3/3 e maior ou igual preconizado 22 (8,7) 17 (6,7) 1,00 (referéncia) 0,02
4/10+3/10 + 10/10 e menor preconizado 42 (16,7) 13 (5,1) 3,29 (1,18-9,16)
4/4+4/3+3/3 e maior ou igual preconizado 17 (6,7) 16 (6,2) 1,00 (referéncia) 0,17
4/10+3/10 + 10/10 e maior ou igual
09 (3,6) 05 (2,0) 3,00 (0,61-14,57)
preconizado
4/4+4/3+3/3 + 4/10+3/10 e maior ou igual
24 (9,5) 21 (8,2) 1,00 (referéncia) 0,78
preconizado
10/10 e maior ou igual preconizado 02 (0,8) 00 (0,0) 137,4 (0,00-1,60)

10/10 e 3/3, individuos com o haplé6tipo em homozigose; 4/10, 4/3 e 3/10, individuos com o hapl6tipo

em heterozigose; 4/4 , individuos com haplétipo selvagem; OR, razédo das chances; *, OR ajustada

por idade, sexo e raca
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A freqliéncia combinada de haplétipos variantes NAT1*10, em homozigose
e heterozigose, que caracterizam individuos acetiladores rapidos, foi maior em
pacientes do que em controles com consumo insuficiente de verduras e
leguminosas. Individuos com os haplétipos variantes NAT1*10 e ingestao
insuficiente de verduras e leguminosas estiveram sob risco 3,29 vezes maior que

de ACE do que os demais.
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Tabela 25: Frequtiéncias dos haplotipos NAT1*4, NAT1*3, NAT1*10 do gene
NATT em pacientes e controles estratificados por consumo de frutas

NAT1*4, NAT1*3, NAT1*10 / Pacientes Controles
OR * (IC 95%) P valor
Consumo de Frutas n (%) n (%)

4/4+4/3+3/3 + 4/10+3/10 e menor
110 (43,6) 58 (22,7) 1,00 (referéncia)

preconizado 0,63
10/10 e menor preconizado 03 (1,2) 01 (0,4) 1,75 (0,17-17,9)
4/4+4/3+3/3 e menor preconizado 81 (32,1) 50 (19,6) 1,00 (referéncia)
0,02

4/10+3/10 + 10/10 e menor preconizado 32 (12,8) 09 (3,5) 2,75 (1,14-6,65)

4/4+4/3+3/3 + 4/10+3/10 e maior ou igual
45 (17,8) 38 (14,9) 1,00 (referéncia)
preconizado 0,33

10/10 e menor preconizado 03 (1,2) 01 (0,4) 3,17 (0,29-33,67)

4/4+4/3+3/3 e maior ou igual preconizado 34 (13,7) 30 (11,8) 1,00 (referéncia)

0,004
4/10+3/10 + 10/10 e menor preconizado 32 (12,8) 09 (3,5) 4,25 (1,57-11,49)
4/4+4/3+3/3 e maior ou igual preconizado 32 (12,7) 30 (11,8) 1,00 (referéncia)
4/10+3/10 + 10/10 e maior ou igual 0,26
19 (7,5) 09 (3,5) 1,76 (0,65-4,75)
preconizado
4/4+4/3+3/3 + 4/10+3/10 e maior ou igual
45 (17,8) 38 (14,9) 1,00 (referéncia)
preconizado 0,29

10/10 e maior ou igual preconizado 06 (2,4) 01 (0,4) 3,34 (0,34-32,34)

10/10 e 3/3, individuos com o haplétipo em homozigose; 4/10, 4/3 e 3/10, individuos com o haplétipo
em heterozigose; 4/4 , individuos com haplétipo selvagem; OR, razédo das chances; *, OR ajustada

por idade, sexo e raca
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A freqliéncia combinada de haplétipos variantes NAT1*10, em homozigose
e heterozigose, que caracterizam individuos acetiladores rapidos, foi maior em
pacientes do que em controles com ingestao escassa de frutas. Individuos com os
haplétipos variantes NAT1*10 e escassa ingestdo de frutas estiveram sob risco
4,25 vezes maior de ACE do que os demais.

4.2. Haplétipos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10, do gene NATI1, e
aspectos clinicos

As frequéncias dos haplétipos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10 do gene NATT,
em pacientes estratificados por aspectos clinicos e por padrdo dietético, estdo
apresentadas nas Tabelas 26 e 27, respectivamente.
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Tabela 26: Frequiéncias dos polimorfismos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10 do gene
NAT1 em pacientes estratificados por aspectos clinicos

Variavel n Polimorfismos Combinados
4/4+4/3+3/3 4/10+3/10+10/10
n (%) n (%)
Idade 247
<60 56 46 (18,6) 10 (40,4)
=260 192 131 (583,0) 61 (24,7)
P valor 0,08
Raca 247~
Caucasoide 214 154 (62,3) 57(23,0)
Negroéide 33 23 (9,3) 14 (5,7)
P valor 0,24
Sexo 247~
Masculino 141 96 (38,9) 45 (18,2)
Feminino 106 81 (32,8) 26 (10,5
P valor 0,20
Tabagismo 243 *
Tabagista 71 65 (26,7) 35 (14,3)
Ex-Tabagista 54 50 (20,5) 26 (11,0)
Nao Tabagistas 118 112 (46) 62 (25,4)
P valor 0,64
Etilismo 169 *
Etilista 20 18 (10,8) 12 (7,0)
Ex-etilista 22 21 (12,5) 12 (7,0)
Nao etilista 127 117 (69,1) 72 (42,6)
P valor 0,79

n, namero de casos; *, numero de casos difere do total (254) devido a impossibilidade de
obtengcdo de dados confidveis para varios individuos; 10/10 e 3/3, individuos com o
polimorfismo em homozigose; 4/10, 4/3 e 3/10, individuos com o polimorfismo em
heterozigose; 4/4 , individuos com os alelos selvagens; os genétipos 10/10, 4/10 e 3/10
correspondem aos acetiladores rapidos; os genétipos 3/3, 4/3 e 4/4 correspondem aos
acetiladores lentos
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Nao foram observadas diferengas significativas entre as freqiéncias dos
polimorfismos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10 do gene NATT1 em pacientes com
ACE, em relagéo a idade, a raga, ao sexo e quanto aos habitos do tabagismo e do

etilismo.
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Tabela 27:

FreqUéncias dos haplétipos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10 do gene
NAT1 em pacientes estratificados por padrédo dietético

Haploétipos Isolados

Haplétipos Combinados

4/4+4/3+3/3 4/10+3/10 10/10

4/4+4/3+3/3 4/10+3/10+10/10

Variavel — n n (%) N(%)  n(%)  +4/10+3/10 n (%)
n (%)
Consumo 164 *
Carne
Menor ou 43 20 (46,5) 21 (48,8) 02 (4,7) 41 (95,3) 23 (53,5)
igual
preconizado
Maior 121 49 (40,5) 61 (50,4) 11 (9,1) 110 (90,9) 72 (59,5)
preconizado
P valor 0,58 0,51 0,59
Consumo 164 *
Verdura
Maior ou 19 04 (21,1) 13 (68,4) 02 (10,5) 17 (89,5) 15 (78,9)
igual
preconizado
Menor 145 65 (44,8) 69 (47,6) 11(7,6) 134 (92,4) 80 (55,2)
preconizado
P valor 0,14 0,64 0,65
Consumo 164 *
Fruta
Maior ou 30 14 (46,7) 12 (40,0) 04 (13,3) 26 (86,7) 16 (53,3)
igual
Menor 134 55 (41,1) 70 (52,2) 09 (6,7) 125 (93,3) 79 (58,9)
preconizado
P valor 0,32 0,25 0,68

n, numero de casos; *, numero de casos difere do total (254) devido a impossibilidade de

obtencao de dados confiaveis para varios individuos; 10/10 e 3/3, individuos hapl6tipos em

homozigose; 4/10, 4/3 e 3/10, individuos haplétipos em heterozigose; 4/4, individuos com o

haplétipo selvagem

Resultados

117



FreqUéncias similares dos haploétipos do gene NATT foram observadas em

pacientes com consumos distintos de carnes, verduras e frutas.

4.3. Haplétipos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10 e aspectos
anatomo-patologicos e biolégicos do tumor

As freqUéncias dos polimorfismos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10 do gene
NAT1 em pacientes estratificados por aspectos anatomo-patologicos e biolégicos
do tumor estao apresentadas na Tabela 28.
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Tabela 28: Frequiéncias dos haplétipos NAT1*4, NAT1*3 e NT1*10 do gene
NAT1 em pacientes estratificados por aspectos anatomo-patologicos

e biolégicos do tumor

Variavel n Polimorfismos Combinados
4/4+4/3+3/3 + 4/10+3/10 4/10+3/10 + 10/10
n (%) n (%)
Localizacao Tumor 241~
Distal 174 160 (91,9) 86 (49,4)
Proximal / Proximal e Distal 67 64 (95,5) 37 (55,2)
P valor 0,41 0,47
Grau Diferenciacao 237 *
Pouco 14 14 (100,0) 05 (35,7)
Moderado 174 160 (91,9) 94 (54,0)
Bem 49 46 (93,9) 23 (46,9)
P valor 0,50 0,32
Estagio TNM 218 *
I-11 107 102 (95,3) 57 (53,2)
-1V 111 100 (90,1) 53 (47,7)
P valor 0,19 0,42

n, numero de casos; 10/10 e 3/3, individuos com o haplétipo em homozigose; 4/10, 4/3 e

3/10, individuos com o haplétipo em heterozigose; 4/4 , individuos com haplétipo

selvagem; OR, razado das chances; *, OR ajustada por idade, sexo e raca

Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiéncias dos
polimorfismos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10 do gene NAT1 em pacientes com
ACE, em relagéo a localizagédo, ao grau de diferenciacdo e ao estagio TNM do

tumor.
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O CC é uma das neoplasias malignas mais estudadas nas ultimas décadas,
devido a sua ocorréncia e a alta mortalidade a ele atribuida. Sendo assim, seu
comportamento biologico 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 determinados
com exatidao, o que justificou a realizacao deste estudo.

Incidéncias expressivamente maiores de cancer de célon e de reto foram
registradas pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (PARKIN et al.,
2003) nos Estados Unidos da América, Japao, Canada e Nova Zelandia em
relacdo as descritas em nosso pais. Entretanto, as incidéncias da doenca em
nosso pais foram semelhantes as descritas para paises africanos. Embora a
incidéncia do CC pareca menor em paises africanos devido ao padrdo da dieta, €
provavel que a incidéncia do CC no Brasil seja semelhante a dos demais paises
ocidentais e que a falta de dados reais e atualizados resulte da dificuldade do
acesso dos pacientes, ao diagndstico, a servigos capacitados e, ainda, da falta de
notificacdo dos casos diagnosticados.

O acometimento do CC ocorre, predominantemente, apés os 40 anos de
idade, sendo a grande maioria em individuos com idade igual ou maior que 50
anos (PETERS et al.,, 1989; SCHOTTENFELD, 1995; ROSSI et al., 2004;
SLATTERY et al., 2004). A incidéncia e a mortalidade do ACE aumentam de forma
exponencial com a idade, independentemente do sexo (ROSSI et al., 2004).

Quando os nossos pacientes com ACE foram distribuidos por idade,
notamos que a idade meédia, 59 anos, foi semelhante a observada em pacientes
do hemisfério Norte: 60 anos (KATOH et al., 1996; GERTIG et al., 1998).

A distribuicdo dos nossos casos por raga, mostrou que a doenga ocorreu
predominantemente em caucaséides, de forma semelhante as descritas em
paises desenvolvidos (GERTIG et al., 1998; SLATTERY et al., 2002), mas pode
ter refletido apenas a distribuicdo étnica da populacdo que procura assisténcia
médica no Hospital das Clinicas da UNICAMP (18,3% de negréides e 81,7% de
ndo negroéides). Porém, também na Africa do Sul a incidéncia da doenca foi maior
para a populacdo caucaséide do que para a negroide (SEGAL et al., 2000),
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sugerindo uma influéncia da raca na incidéncia da doenca. Por outro lado, a
incidéncia do cancer de célon em americanos de origem africana foi de 32,8
casos/100.000 habitantes/ano, uma das maiores do mundo (SEGAL et al., 2000),
sugerindo que o padrdo da dieta parece mais importante que o fator racial na
origem da doenca. Entretanto, vale comentar que a populacdo brasileira é
altamente heterogénea e composta predominantemente por individuos
miscigenados (ALVES-SILVA et al., 2001; CARVALHO-SILVA et al., 2001), o que
indica que os estudos que avaliam a raga apenas por meio da observacao do
biétipo, como o nosso estudo, ndo sao totalmente confiaveis.

Quando os nossos casos foram distribuidos por sexo, observamos um
discreto predominio da doenca em pacientes do sexo masculino, semelhante a
outros relatos (DEAKIN et al., 1996; GERTIG et al., 1998; COTTON et al., 2000) e
aos dados do National Cancer Institute (SEER, 2002).

Também observamos que a distribuicado dos nossos pacientes com ACE foi
semelhante para tabagistas e ex-tabagistas quando comparados aos
nao-tabagistas. A associacéo entre tabagismo e o risco de ocorréncia do ACE foi
observada, de forma consistente, em estudos controlados conduzidos por
Alexandrov et al. (1996) e Freedman et al. (1996). Também Slattery et al. (1998)
observaram que aqueles que fumaram mais que um mago por dia tiveram um
risco do CC aumentado em aproximadamente 40%, independentemente do
“status” atual, numero de cigarros fumados por dia, numero de magos fumados por
ano e numero de anos desde que parou de fumar. Em 2004, em novo estudo,
Slattery et al. reafirmaram a associacao do tabagismo com aumento do risco do
CC. Entretanto, nenhuma associagcédo entre o tabagismo e o CC pdde ser obtida
em outros estudos (KNEKT et al., 1998; LOKTIONQV et al., 2001), o que indica
que esta associacdo nao se encontra definitivamente estabelecida.

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

Também observamos que cerca de 89% dos tumores dos nossos pacientes
foram classificados como bem ou moderadamente diferenciados. Freqiéncias
similares de tumores bem ou moderadamente diferenciados, 65 a 88%, foi descrita
por Zhang et al. (1999).

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

Comparados os padrdes de dieta dos nossos pacientes e controles, foram
observadas diferengas altamente significativas no grupo de carnes, quando
consideradas agrupadas em seus diferentes tipos (carne bovina, processada,
suina e aves) ou de forma isolada. No grupo de pacientes, a média de consumo
foi maior do que a observada no grupo controle. Este fato pode ter influenciado na
ocorréncia da doenca, pois relatos anteriores associaram dietas ricas em carne
vermelha e gordura saturada e carentes em frutas, vegetais, grdos que contém
fibras insoluveis e acido félico ao aumento da ocorréncia do CC (HILL, 1995;
SCHOTTENFELD, 1995; Rossi et al., 2004). Dentro desse contexto, é
interessante ressaltar que estudos realizados nos Estados Unidos (EUA), por
Peters et al. (1989), Willett et al. (1990), Key et al. (2004), Satia-Abouta et al.
(2004), Chan et al (2005) e Cross et al. (2007); no Hawai, por Le Marchand et al.
(2002); na Holanda, por Tiemersma et al. (2002); na Australia, por English Dr et al.
(2004); e na Alemanha, por Lilla et al. (2006), encontraram relacao deste padrao
de alto consumo de carnes com aumento da ocorréncia do CC. Norat et al., em
2005, realizaram estudo do padrao dietético em dez paises europeus encontrando
relagdo do aumento do risco de CC relacionado com alto consumo de carnes e
associagdo inversa com o consumo de peixes. A associacdo também foi
observada na Espanha, por Sanz et al. (2004) e Rodrigo & Riestra (2007) e no
Reino Unido, por Turner et al. (2004), porém de forma menos significativa.
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No Japéo, Lee et al., em 2008, relacionaram a ocidentalizacdo dos habitos
alimentares nesse pais com altos consumos de carnes e baixos de fibras, ao
aumento da incidéncia de CC. Por outro lado, Kimiura et al. (2007) nao
encontraram relagcdo do consumo de carnes com a ocorréncia de CC para
populacao japonesa, observando apenas que o alto consumo de peixe pode estar
relacionado com menores riscos da doenca.

Ainda, numa metandlise de 14 estudos realizados nos EUA e Europa, feita
por Koushik et al. em 2007, ndo confirmou essa associagdo com alta ingestao de
carnes.

Quando comparados os padrdes de consumo de vegetais, leguminosas e
frutas dos pacientes e controles do nosso estudo, ndo ha diferenga significativa
entre os grupos, salientando que foram menores no grupo de pacientes. O mesmo
resultado foi observado por alguns autores, como Voorrips et al. (2000), na
Holanda e Michels et al. (2000), nos EUA, que também nao encontraram, em
grandes estudos prospectivos, relagdo entre a diminuicdo do risco de CC e o
consumo de vegetais e frutas. Resultado similar foi encontrado na Espanha por
Rodrigo et al. (2007) e por Scheneider et al. (2007) na Africa do Sul.

Outros estudos, como os de Terry et al. (2001), na Suécia, e de
Mc Coullough et al. (2003), nos EUA, evidenciaram que altas ingestbes de
vegetais e frutas ndo diminuiram o risco para CC, porém, ingestdes muito baixas
estariam relacionadas com o aumento desse risco.

Por outro lado, Key et al. (2004), em estudo de metandlise realizado,
observaram que consumos de no minimo 400g/dia de vegetais e frutas estavam
relacionados com diminuicdo do risco de CC na populagdo americana. Turner et
al., em 2004, no Reino Unido, e Yeh et al., em 2005, na China, observaram
relacao de protecdo com altas ingestdes de vegetais e frutas, em relagdo ao risco
de CC. Ryan-Harshman & Aldoori (2007) também associaram o fator de protecao
com o consumo de frutas e verduras, numa revisdo com mais de 700 trabalhos,
entre os anos de 1996 e 2006.

Nesse caso, em relacdo ao padrao dietético, nosso grupo de pacientes teve
comportamento semelhante ao dos paises do hemisfério norte e da Australia. Este
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fato pode ser compreendido pela grande influéncia norte-americana e dos paises
europeus e menor dos japoneses em nossos costumes alimentares. Quanto ao
consumo de vegetais, leguminosas e frutas por pacientes e controles, observamos
que ele foi baixo nos dois grupos, principalmente no dos pacientes. Este fato pode
ter influenciado na incidéncia da doenga, como descrito por Terry et al. (2001), na
Suécia, e Mc Coullough et al. (2003), nos EUA. A caracterizagao dietética com
altos indices de consumo de carnes e baixos indices de consumo de
vegetais/leguminosas, frutas e grdos mostra que o padrdo de dieta pode
realmente ser um importante fator na ocorréncia do CC em nosso meio.

Quando os nossos grupos foram distribuidos de acordo com o etilismo
(etilista, ex-etilista, ndo etilista), ndo houve relacao significativa com a ocorréncia
do CC, diferentemente do descrito por Akhter et al. (2007) na populacao japonesa,
Bongaerts et al. (2007) na populagdo holandesa, Tsong et al. (2007) em chineses
e da metanalise realizada por Moskal et al. (2007), na qual foram avaliados
estudos do periodo de 1990 a 2005. Neste caso, é importante ressaltar que em
todos esses estudos a relagdo do aumento do risco de CC e ingestdo de alcool foi
dependente da dose, sendo significativa a partir da ingestao minima de 100g de
alcool/dia (7 doses/dia), o que pode explicar a diferenca em relagcdo aos nossos
resultados, nos quais consideramos 80g/dia (5 doses/dia).

Em seu conjunto, os resultados deste estudo indicam que 0S Nossos
pacientes com CC apresentaram caracteristicas clinicas e anatomo-patolégicas do
tumor semelhantes as da doenca em paises desenvolvidos e, portanto,
constituiram um grupo representativo da doenga, em nosso meio.

Em relacdo a distribuicdo de acordo com o polimorfismo T6235C do gene
CYP1A1, as amostras de nossos controles avaliadas para este polimorfismo
estiveram no equilibrio de Hardy-Weinberg. Assim, os controles foram adequados
para a avaliacdo da freqiéncia do polimorfismo génico na populacao geral e,
consequentemente, para a comparagdo com a freqiéncia obtida em pacientes
com CC. As amostras dos pacientes também confirmaram a expectativa de
Hardy-Weinberg no l16cus T6235C do gene CYP1AT.
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Quando consideramos para comparacado os genotipos TT, TC e CC em
nosso grupo de pacientes e controles, ndo encontramos diferencas significativas
na distribuicio das variagbes heterozigéticas ou homozigéticas, quando
analisadas sejam de forma isolada ou agrupada. Consequentemente, observamos
risco de ocorréncia da doenca similar em individuos com os referidos genétipos.
Resultados semelhantes aos nossos foram evidenciados em estudos realizados
na populagcao norte-americana, por Ishibe et al. (2000), Murtaugh et al. (2004) e
Slattery et al. (2004); em australianos, por Butler (2001); por Yez & Parry (2002) e
Bethke et al. (2007), no Reino Unido; na metanalise realizada por Chen (2005); e
por Little et al. (2006), na Escécia. Entretanto, Sivaraman et al. (1994)
encontraram relagéo do gendtipo variante em homozigose com o risco aumentado
do CC, em estudo realizado no Hawai. Por outro lado, em dois estudos da
populacao chinesa, realizados por Chen et al. (2005) e Fan et al. (2006), houve
diminuicao do risco com o genétipo variante em homozigose e em heterozigose e
homozigose respectivamente. Esses dados mostram que o papel do polimorfismo
T6235C do gene CYP1A1 na carcinogénse do CC é muito variado, podendo essas
variacoes serem explicadas pelas modificacbes do meio ambiente.

Examinamos também, as associacdes do polimorfismo T6235C do gene
CYP1A1 com algumas variaveis clinicas, em pacientes com ACE. Nao
encontramos diferencas nas freqliéncias das variantes heterozigbticas ou
homozigoticas deste gene, em pacientes estratificados por idade (menor do que
60 anos, maior do que 60 anos), sexo (masculino, feminino), etnia, habito de fumar
(tabagistas, ndo tabagistas e ex- tabagistas) e etilismo (etilistas, ndo etilistas e
ex-etilistas). Esses resultados foram sustentados por outros estudos, nos quais
foram obtidas freqUiéncia similares das variagdes do polimorfismo T6235C do gene
CYP1A1, em pacientes estratificados por idade (LITTLE et al., 2006; ISHIBE et al.,
2000; BUTLER, 2001; YEZ & PARRY, 2002;), sexo (LITTLE et al., 2006; ISHIBE et
al., 2000; BUTLER, 2001; YEZ & PARRY, 2002;).

Ainda, ndo houve evidéncia da interagdo entre as variantes dos gendtipos
do polimorfismo T6235C do gene CYP1A1, exposicdo ao cigarro e ao etilismo e
CC em estudos feitos por Sivaraman et al. (1994) e Little et al. (2006). Porém,
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Slattery et al. (2004) encontraram uma fraca associacao entre o tabagismo e as
variantes dos genétipos do polimorfismo T6235C do gene CYP1AT.

Analisamos também as associa¢cdes do polimorfismo T6235C do gene
CYP1A1 com o padrao dietético dos nossos pacientes e observamos que 0s
genotipos variantes foram mais freqlientes naqueles com ingestdo de verduras e
leguminosas menor que o preconizado significativa quando comparadas, de forma
combinada, as variantes em homozigose e em heterozigose em relacdo ao
genotipo selvagem, com ingestdo de verduras e leguminosas menor que a
preconizada.

Foram também analisados o padrao dietético para os diferentes tipos de
alimentos e suas preconizagbes de consumo, com as associagcées do
polimorfismo T6235C do gene CYP1A1 comparando os grupos de pacientes e
controles. Observamos maior risco de ocorréncia do CC, em individuos com
gendtipos variantes, em homozigose e heterozigose, e com consumo de carnes
acima do preconizado. Esses individuos apresentaram risco 3,8 vezes maior de
ocorréncia de CC em relagdo aos demais.

A associagao de alto consumo de carnes e as variantes do polimorfismo
T6235C do gene CYP1A1 com aumento do risco de CC, também foi observada
por Little et al. (2006), na Escocia. Nesse mesmo estudo foi encontrada relacéo
das variantes do polimorfismo T6235C e baixo consumo de verduras com o
aumento do risco de CC.

Por outro lado, Little et al. (2000), nos EUA, evidenciaram aumento do risco
de CC com as variantes do polimorfismo e ingestdo aumentada de carnes
somente para individuos com sessenta anos ou mais.

Esses resultados mostram que o padrao dietético pode ser determinante
para o papel das variantes do polimorfismo T6235C do gene CYP1A71 pois,
quando associadas as formas variantes que codificam enzimas com maior
atividade a uma oferta maior de metabdlitos, através da ingestdo maior de carnes,
pode proporcionar uma producdo maior de carcin6genos com aumento do risco

para o CC.
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N6s também examinamos as associacdes do polimorfismo do gene
CYP1A1 com algumas variaveis anatomo-patolégicas do tumor, em pacientes com
CC, e também nao encontramos diferencas nas freqiiéncias das variacoes
homozigo6tica e heterozigética do gene em pacientes estratificados pela
localizagdo do tumor (proximal ou distal), grau de diferenciacdo do tumor (pouco,
moderado ou bem diferenciado) e estagio (TNM: I+l ou llI+1V).

Resultados similares foram previamente observados em pacientes com
ACE, estratificados pela localizacdo do tumor (ISHIBE et al., 2000; BUTLER, 2001;
SLATTERY et al., 2004), o grau de diferenciacdo do tumor (ISHIBE et al., 2000;
BUTLER, 2001; SLATTERY et al., 2004) e o estagio do tumor (ISHIBE et al., 2000;
BUTLER, 2001; SLATTERY et al., 2004).

Em relacdo a distribuicao de acordo com o polimorfismo A4889G do gene
CYP1A1, as amostras de nossos controles avaliadas para este polimorfismo
estiveram em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Sendo assim, os controles foram
adequados para a avaliacao da frequéncia do polimorfismo génico na populacédo
geral e, consequentemente, para a comparagcao com a frequéncia obtida em
pacientes com CC. Em contraste, as amostras dos pacientes ndo confirmaram a
expectativa de Hardy-Weinberg para o 16cus A4889G do gene CYP1AT.

Quando consideramos para comparacao os genoétipos AA, AG e GG em
nosso grupo de pacientes e controles, ndo encontramos diferencas significativas
na distribuicao das variacbes heterozigbticas ou homozigéticas, quando
analisadas sejam de forma isolada ou agrupada. Conseqlientemente, observamos
risco de ocorréncia da doencga similar em individuos com os referidos genétipos.
Resultados semelhantes aos nossos foram evidenciados em estudos realizados
por Sivaraman et al. (1994), no Hawai, Butler et al. (2001), na Australia, Murtaugh
et al. (2004), nos EUA, Slattery et al. (2004), nos EUA, Chen et al. (2005), Little et
al. (2006), na Escocia, e Bethke et al.(2007) no Reino Unido e Kiss et al. (2000),

na Hungria, evidenciaram associagao das variantes com risco maior de CC.
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Por outro lado, Sachse et al. (2002), observaram aumento do risco de CC
em individuos com a variante GG na populacdo do Reino Unido. Mais
recentemente, em 2007, Yeh et al. encontraram aumento significativo para o CC,
em individuos com essa variante em homozigose, na populagéo chinesa.

Examinamos também as associagdes do polimorfismo A4889G do gene
CYP1A1 com algumas variaveis clinicas, em pacientes com ACE. Nao
encontramos diferencas nas freqiéncias das variantes heterozigéticas ou
homozigoticas deste gene em pacientes estratificados por idade (menor do que 60
anos, maior do que 60 anos), sexo (masculino, feminino), origem étnica
(caucasoéides, negroéides, asiaticos), habito de fumar (tabagistas, ndo tabagistas,
ex- tabagistas) e etilismo (etilistas, nao etilistas, ex-etilistas).

Esses resultados foram sustentados por outros estudos, nos quais foram
obtidas freqiiéncias similares das variacées do polimorfismo A4889G do gene
CYP1A1 em pacientes estratificados por idade (SIVARAMAN et al., 1994; KISS et
al., 2000; SACHSE et al., 2002; LITTLE et al., 2006; YEH et al., 2007), sexo
(SIVARAMAN et al., 1994; KISS et al., 2000; SACHSE et al., 2002; LITTLE et al.,
2006; YEH et al., 2007).

Ainda, ndo houve evidéncia da interagdo entre as variantes dos genétipos
do polimorfismo A4889G do gene CYP1A1 e a exposigao ao cigarro (SIVARAMAN
et al., 1994; LITTLE et al., 2006) e ao etilismo (SIVARAMAN et al., 1994) com o
ACE. Por outro lado, Slattery et al. (2004) encontraram fraca associacdo em
relagao ao tabagismo.

As associacdes do polimorfismo A4889G do gene CYP1A1 também foram
analisadas com o padrao dietético dos nossos pacientes e ndao observamos
diferencas significativas quando comparadas, de formas isoladas ou agrupadas
em relagdo aos diversos grupos alimentares.

Foram também analisados o padrao dietético para os diferentes tipos de
alimentos e suas preconizagbes de consumo com as associagdes do polimorfismo
A4889G do gene CYP1A1, comparando os grupos de pacientes e controles.
Observamos que os gendétipos variantes foram mais freqlientes em pacientes do
que em controles com alto consumo de carnes. Resultados similares a esses
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foram encontrados por Little et al. (2006), na Escécia, havendo aumento do risco
de CC quando associadas as variacoes em homozigose ou heterozigose do
polimorfismo A4889G do gene CYP1A1 com altas ingestdes de carnes. Nesse
caso, observamos que mais uma vez o padrdao alimentar tem influéncia muito
importante, alterando o risco da doenga quando associamos as variagdes
genéticas e alto consumo de carnes.

Nos também examinamos as associagées do polimorfismo A4889G do
gene CYP1A1 com algumas variaveis anatomo-patoldégicas do tumor, em
pacientes com CC, e também ndo encontramos diferencas nas freqiéncias das
variagdes homozigética e heterozigoética do gene em pacientes estratificados pela
localizagdo do tumor (proximal, distal), grau de diferenciacdo do tumor (pouco,
moderado e bem diferenciado) e estagio (TNM: I+11, I1I+1V).

Resultados similares foram previamente observados em pacientes com
ACE estratificados pela localizagdo do tumor (KISS et al., 2000; SACHSE et al.,
2002; SLATTERY et al., 2004; LITTLE et al., 2006), o grau de diferenciacdo do
tumor (KISS et al., 2000; SACHSE et al., 2002; SLATTERY et al., 2004; LITTLE et
al., 2006), e o estagio do tumor (KISS et al., 2000; SACHSE et al., 2002;
SLATTERY et al., 2004; LITTLE et al., 2006).

Ja na avaliacao dos haplétipos NAT1*4, NAT1*3 e NAT1*10 do gene NATT,
as amostras de nossos controles avaliadas para este polimorfismo também
estiveram no Equilibrio de Hardy-Weinberg. Assim, os controles foram adequados
para a avaliacdo da frequéncia do polimorfismo génico na populacdo geral e,
consequentemente, para a comparagdo com a freqiéncia obtida em pacientes
com CC. As amostras dos pacientes também confirmaram a expectativa de
Hardy-Weinberg.

Quando analisamos os resultados para os polimorfismos do gene NATT1, é
importante ressaltar que a associacao com o risco de CC se faz através da analise
dos fenédtipos codificados, sendo considerados acetiladores rapidos todos
individuos com a presenga de ao menos uma variagdo NAT1*10. Portanto, as
variantes em homozigose ou heterozigose para o polimorfismo NAT1*10
representam esse grupo de acetiladores rapidos.
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Em relagéo a distribuicao dos haplétipos do gene NAT1, em nosso grupo de
pacientes e controles, encontramos diferenca significativa na distribuicdo das
variagdes heterozigdticas e homozigdticas (que representam os acetiladores
rapidos) quando comparadas com as formas codificadoras de acetiladores lentos,
tendo os portadores da variacdo NAT1*10 risco 1.7 vezes maior de CC.
Resultados similares foram encontrados por Bell et al. (1995), na Inglaterra, e
Stefano et al. (2005), na Espanha.

Entretanto, Chen et al. (1998), nos EUA; Yoshioka et al. (1999) e
Katoh et al. (2000), no Japao; Zhang et al. (2002), na China, Van Der Hel et al.
(2003) na Holanda; Kiss et al. (2004), na Hungria, Chen et al. (2005), na China,
Lilla et al. (2006), na Alemanha, Mahid et al. (2007) e Butler et al. (2008), ambos
nos EUA, em seus estudos, ndo encontraram relacdo das variagdes do
polimorfismo NAT1*10 do gene NAT7 com o CC.

Examinamos também as associa¢cées dos haplétipos do gene NATT com
algumas variaveis clinicas, em pacientes com ACE. N&o encontramos diferencas
nas freqUéncias das variantes heterozigéticas ou homozigéticas deste gene em
pacientes estratificados por idade (menor do que 60 anos, maior do que 60 anos),
sexo (masculino, feminino), origem étnica (caucasoides, negréides, asiaticos),
habito de fumar (tabagistas, ndo tabagistas e ex- tabagistas) e etilismo (etilistas,
nao etilistas e ex-etilistas).

Esses resultados foram sustentados por outros estudos, nos quais foram
obtidas frequéncia similares das variagdes do haplétipo NAT1*10 do gene NATT
em pacientes estratificados por idade (KATOH et al.,2000; VAN DER HEL et al.,
2003; KISS et al., 2004; LILLA et al., 2006; BUTLER et al.,2007).

Ainda, ndo houve evidéncia da interagdo entre as variantes dos genétipos
do polimorfismo NAT1*10 do gene NAT1 e a exposicao ao cigarro (KATOH et
al.,2000; BUTLER et al., 2001; VAN DER HEL et al., 2003; KISS et al., 2004;
BUTLER et al.,, 2008) com o CC. Por outro lado, Lilla et al. (2006) encontraram

associagcao em relagdo ao tabagismo com consumo de 30 magos ou mais por ano.
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Analisamos também as associacdes dos fendtipos acetiladores rapidos e
lentos dos polimorfismos do gene NAT7 com o padrdo dietético dos nossos
pacientes. Observamos associagao importante em acetiladores rapidos pacientes
com consumo de carnes acima do preconizado.

Quando analisados o padrao dietético para os diferentes tipos de alimentos
e suas preconizagdes de consumo com 0s grupos de acetiladores rapidos e lentos
codificados pelos polimorfismos do gene NAT7 entre pacientes e controles,
encontramos diferengcas importantes. A principal associagdo ocorreu quando
comparados os acetiladores rapidos com consumo maior que o preconizado e 0s
lentos com consumo menor que o0 preconizado para carnes. Houve diferenca
importante, com risco aumentado de CC em 35 vezes para o primeiro grupo.
Também, quando comparamos os acetiladores rapidos com consumo maior que o
preconizado com os lentos também de igual consumo, encontramos diferenca
significativa, porém o risco de CC para esses individuos em relacdo aos
acetiladores lentos foi apenas cinco vezes maior. Ainda, analisando o consumo de
carnes também encontramos diferenca significativa quando comparados
acetiladores rapidos e lentos, ambos com consumo menor que o preconizado,
tendo o primeiro grupo risco aumentado em 2,3 vezes em relagao ao segundo.

Resultados com a associagcdo positiva entre o acetilador NAT1*10 e
ingestdo de carnes também foram encontrados por Chen et al. (1998) e Butler et
al. (2008), em estudos na populacdo americana, e por Lilla et al. (2006), na
Alemanha.

Analisando em relagcdo ao consumo de verduras e leguminosas, também
encontramos diferenga significativa quando comparamos os NAT1 acetiladores
rapidos com os lentos para consumo menor que o preconizado, tendo o primeiro
grupo risco aumentado em 2,3 vezes em relacdo ao segundo. Essa diferenca
também ocorreu quando comparados os acetiladores rapidos com menor
consumo que o preconizado e os lentos com maior consumo que o0 preconizado,
sendo que, neste caso, o risco para os NAT1 acetiladores rapidos foi maior em 3,3

vezes.
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Semelhantes diferencas ocorreram quando avaliadas as associacoes dos
polimorfismos do gene NAT7 com o consumo de frutas. Individuos acetiladores
rapidos com consumo menor que O preconizado tiveram risco aumentado em
quatro vezes em relacdo aos acetiladores lentos com consumo maior que o
preconizado. A diferenga também ocorreu quando comparamos esses grupos com
menor consumo que 0 preconizado em ambos, observando risco maior 2,7 vezes
para o grupo NAT1 acetilador rapido.

Esses resultados mostram que a influéncia do haplétipo NAT1*10 na nossa
populacdo pode ser um fator realmente importante no risco de CC e que esta
influéncia € muito relacionada aos padrbes dietéticos, pois observamos que 0s
maiores riscos ocorrem nas associagcdes dos acetiladores rapidos com alto
consumo de carnes e baixo de verduras e frutas, e que esse risco vai diminuindo a
medida que o consumo de carnes diminui e o de verduras e frutas aumenta. Isso
demonstra que, para essa populacao, a adequacao dos padrdes dietéticos pode
ser determinante na ocorréncia da doenca.

Noés também examinamos as associagdes do haplétipo NAT1*10 do gene
NAT1 com algumas varidveis anatomo-patologicas do tumor, em pacientes com
CC, e nao encontramos diferencas nas freqiiéncias das variagdes homozigoética e
heterozigbtica do gene em pacientes estratificados pela localizacdo do tumor
(proximal, distal), grau de diferenciacdo do tumor (pouco, moderado e bem
diferenciado) e estagio (TNM: I+, [11+1V).

Resultados similares foram previamente observados em pacientes com CC
estratificados pela localizacao do tumor (KATOH et al., 2000; BUTLER et al., 2001;
VAN DER HEL et al., 2003; KISS et al., 2004; BUTLER et al., 2008), o grau de
diferenciacao do tumor (KATOH et al., 2000; BUTLER et al., 2001; VAN DER HEL
et al., 2003; KISS et al., 2004; BUTLER et al., 2008) e o estagio do tumor (KATOH
et al., 2000; BUTLER et al., 2001; VAN DER HEL et al., 2003; KISS et al., 2004;
BUTLER et al., 2008).

Em resumo, os resultados desse estudo sugerem que o haplétipo NAT1*10,
do gene NAT1, esta associado ao risco aumentado de CC nessa amostra da
populacdo em nosso pais. Importante ainda ressaltar que esse risco esta
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intimamente associado com o padrao de dieta com elevado consumo de carnes e
baixo consumo de verduras, leguminosas, frutas e fibras integrais. Ressaltando
que, no caso do consumo elevado de carnes, mesmo os polimorfismos T6235C e
A4889G do gene CYP1A1, que ndo apresentaram aumento do risco analisados
isoladamente, passaram a ter associagdo positiva em suas variagdes em
homozigose e heterozigose. A confirmacao destas associa¢cdes em individuos de
outras regides do pais, através de um estudo multicéntrico, seria de fundamental
importancia para nossa populagcdo pois, dessa forma, programas simples de
prevengado, como orientacdo dietética preconizando baixo consumo de carnes e
maior consumo de vegetais, leguminosas e frutas, poderiam ser realizados no
pais.

Também, a confirmacdo destas associagdes em individuos de outras
populacées € de fundamental importancia para dar suporte a utilizacao destas
genotipagens como um teste preditivo para a identificagdo de individuos com
maior risco para doenga. Lembrando que a maioria dos estudos em outras
populagbes ndo associou o padrao dietético que, como visto, foi de importancia
determinante, o teste possibilitaria a identificacao de grupos de individuos com alto
risco de ocorréncia da doenca que poderiam ser beneficiados por exames para a
identificacdo precoce da doenga, como a colonoscopia. Além disso, esses grupos
irlam receber orientacdes rigorosas em relagdo aos comportamentos alimentares,
ressaltando a importancia da relacdo entre o padrdao dietético e 0s riscos
aumentados do CC.
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A observacdo de frequéncias maiores dos genétipos TC e CC do
polimorfismo T6235C e AG e GG do polimorfismo A4889G do gene CYP1A1 em
pacientes do que em controles com ingestdo excessiva de carnes, sugere que a
associacao dos genétipos com o padrdo dietético aumenta o risco de ACE em
NOsSsO meio.

A presenga em maior frequéncia do haplétipo NAT1*10 em pacientes com
CC do que em controles, sugere que o haplétipo do gene NATT influencia o risco
da doenca.

A observacao de frequéncia maior do haplotipo NAT1*10 do gene NAT7 em
pacientes do que em controles com alto consumo de carnes e baixa ingesta de
verduras e frutas, sugere que a associacao dos genotipos com padréo dietético

aumenta o risco de ACE em nosso meio.
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1)

ANEXO 1

Recordatorio de freqiiéncia alimentar e ingestao de bebidas alcodlicas e habito de fumar

a ser aplicado aos pacientes e controles participantes do estudo “Caracterizagio dos

aspectos dietéticos dos pacientes com Cancer Colorretal esporadico”

Fatores Predisponentes

A) Freqiiéncia no almoco

Dobra a quantidade da porcao (repeticao)

Carne vermelha:
Carne ave:
Carne peixe:
Carne porco:

Embutidos:

B) Freqiiéncia no jantar
Carne vermeha:

Carne ave:

Carne peixe:

Carne porco:

Embutidos:

C) Frequéncia diaria

S(
S(
S(
S(
S(

S(
S(
S(
S(
S(

)

N (
N (
N (
N (

N (

N (
N (
N (
N (

N (

)

T 0T
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2) Fatores Protetores

A) Freqiliéncia no almoco

Folhas cruas:
Folhas cozidas:
Legumes crus:
Legumes cozidos:
Cereais integrais:
Feijdes:

B) Freqiiéncia no jantar
Folhas cruas:
Folhas cozidas:
Legumes crus:
Legumes cozidos:
Cereais integrais:
Feijdes:

C) Frequéncia diaria

Dobra a quantidade da porcao

S (..
S (..
S (...
S (...
S (...
S (...

S (...
S (...
S (...
S (...
S (...
S (...

:)
)

)

N (....)
N (....)
N (...)
N (...)
N (...)
N(...)

N (...)
N (...)
N (...)
N(...)
N (...)
N(...)

[T =TT

3) Ingestao bebidas alcodlicas
Frequéncia:

Tipo de bebida:
Tempo de ingestao:
4) Tabagismo
Nunca fumou:
Ex-tabagista:

Tabagista:

S(.) N(.)
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ANEXO 2

Termo de consentimento livre e esclarecido a ser obtido dos pacientes, para
participacao no estudo intitulado “Identificagdao dos polimorfismos T6235C e
A488G, do gene CYP1A, e NAT1*4 e NAT1*10, do gene NAT1, associados
com o metabolismo de carcindgenos na Susceptibilidade ao

Adenocarcinoma Colorretal Esporadico”

[\ [0 1 1 1= 3PP
RGi: o Idade: ................... anos

Endereco reSidencCial: ..............ooo i

Aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei informacdes sobre o
funcionamento do meu intestino e sobre a ocorréncia de cancer do intestino ou do reto em
meus familiares e uma amostra de sangue a ser colhida em veia de um dos bragos
(volume: 10 ml). Sei que posso sentir dor de prquena intensidade e pequena duragao no
local da pungéo da veia. Estou ciente que este material sera utilizado para a avaliagao de
uma predisposi¢cdo familiar para o desenvolvimento de céncer do intestino e do reto.
Estou ciente de que nao terei prejuizos com a realizagdo deste exame. Sei que posso sair
do estudo a qualquer momento e que isto ndo vai prejudicar 0 meu atendimento na
UNICAMP. Sei ainda, que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo
pesquisador. Sei que essa é uma area que estd em grande evolugéo, portanto, caso eu
permita, o material restante podera ser utilizado para outros estudos genéticos na doenca.
Sei que qualquer outro estudo que utilize esse material, primeiro devera ser aprovado no
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP e na
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Se tiver qualquer divida sobre o estudo
poderei procurar a Dra. Carmen Silvia Passos Lima no Oncocentro — UNICAMP.

Tel: 3521 7496 e 3521 9219. Se tiver reclamagdes sobre qualquer procedimento do
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estudo, poderei procurar a secretaria do Comité de Etica do Hospital das Clinicas
UNICAMP. Tel: 3521 7232.

Eu li/ouvi o conteldo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas duvidas
oralmente.

Guardar Material:  SIM () NAO ( )

Assinatura do paciente

Assinatura do responsavel legal

Assinatura do pesquisador legal

Campinas, ........ A A
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ANEXO 3

Termo de consentimento livre e esclarecido a ser obtido dos individuos
controle, para participacao no estudo intitulado “ldentificagdo dos
polimorfismos T6235C e A488G, do gene CYP1A, e NAT1*4 e NAT1*10, do
gene NAT1, associados com o metabolismo de carcinégenos na

Susceptibilidade ao Adenocarcinoma Colorretal Esporadico”

N [0 o 1T
RG: ., Idade: ................... anos
Endereco reSidencial: ..............ooo oo

Aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei informagdes sobre o
funcionamento do meu intestino e sobre a ocorréncia de cancer do intestino ou do reto em
meus familiares e uma amostra de sangue a ser colhida em veia de um dos bragos
(volume: 10 ml). Sei que posso sentir dor de prquena intensidade e pequena duragao no
local da puncéao da veia. Estou ciente que este material sera utilizado para a avaliagao de
uma predisposicao familiar para o desenvolvimento de cancer do intestino e do reto.
Estou ciente de que néao terei prejuizos com a realizagdo deste exame. Sei que posso sair
do estudo a qualquer momento e que isto ndo vai prejudicar 0 meu atendimento na
UNICAMP. Sei ainda, que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo
pesquisador. Sei que essa é uma area que estd em grande evolugao, portanto, caso eu
permita, o material restante podera ser utilizado para outros estudos genéticos na doenca.
Sei que qualquer outro estudo que utilize esse material, primeiro devera ser aprovado no
Comité de Etica em Pesquisa da Faculade de Ciéncias Médicas da UNICAMP e na
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Se tiver qualquer divida sobre o estudo
poderei procurar a Dra. Carmen Silvia Passos Lima no Oncocentro — UNICAMP.
Tel: 3521 7496 e 3521 9219. Se tiver reclamagdes sobre qualquer procedimento do
estudo, poderei procurar a secretaria do Comité de Etica do Hospital das Clinicas
UNICAMP. Tel: 3521 7232.
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Eu li/ouvi o conteludo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas duvidas
oralmente.
Guardar Material:  SIM () NAO ( )

Assinatura do pesquisador legal

Campinas, ........ A J A
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ANEXO 4

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Caixa Pastal 6111, 13083-970 Campinas, 5P
= (0 19) 378R-8536

FAY {0_19) 3788-7187

CEP, 0170903,
(Grupo 1)

PARECER PROJETO: N® 227/2003

-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “IDENTIFICACADO DOS POLIMORFISMOS DOS GENES CYPIAL
NAT1 E NAT2, ASSOCIADOS A0 METABOLISMO DE CARCINOGENOS NA
SUSCEPTIBILIDADE AQ ADENOCARCINOMA COLORRETAL ESPORADICO™
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sandro Nunes Angelo

INSTITUIC AQ: Dusciplina de CeloproctologiaDepto. de Cimurga/ FOMUNICAMP
APRESENTACAQ AD CEP 29/05/2003

APRESENTAR RELATORIO EM: 19/02/04 ¢ 19/08/04

il - OBJETIVOS

Determinar as frequéncias de ocorréncia dos polimerfismos Hled62Val e T6325C do
gene CYPIATL, NATI®I0 do gene NATL e Fl do gene NAT2, em cada grupo de
individuos, Verificar se 03 polimorfismos génicos influenciam o risco de ocorréncia do CC
e, verificar se 03 polimorfismos génicos estio associados a idade, av sexo, a raga, ao habiwo

de fumar e a localizagio, ao estadio ¢ ao grau de diferenciacio do tumor de pacientes com
cc

LI - SUMARIO

Serio avahados 100 pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico (ACEY, a0
diagnostico, mdepende do  sexo, atendidos no Ambulatdric de Proctologa do
HC/UNIC AMP, O recrutamento ocomrera no periodo pré-operatorio ¢ cada paciente serd
avahado do ponto de visia clinico e laboratonial. Sera também estudado um grupo conirole,
constituide por doadores de sangue atendidos no Hemocentro/UNICAMP, com idade entre
S50 ¢ 60 anos, que ndo refiram perda de peso, sintomas gastroimtestinais ou antecedente
familkar de CC, e que nio refiram doengas consideradas pré-neoplasicas e doengas
inflamatdras imtestinais, Serd realizado avaliacio clinica e laboratorial e molecular dos
pacientes
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IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O desenvolvimento do cancer colomretal esta relacionade a uma séne de ftores,
externos e internos. Entre estes  altimos citam-se as alteragdes génicas, algumas ja bem
estabelecidas (como a mutagio do gene APC), e outras ainda em guestionamento O
ohjetivo do trabalho serd avaliar a ocorréncia de pehimorfismos de wés genes (CYP1AL,
NAT1 & NAT2) em pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico e compara-los
com controles {pacientes sem cancer colorretal ou historia familiar),

Entendemos que se trata de um trabalho relevante com o intuito de identificagio de
srupos de risco para adenocarcinoma colorretal @ que merece aprovagio. Em carta de
esclarecimento enviada pelo pesquisador responsivel houve resposta das questdes
levantadas. Com isso, recomendamos a aprovagio,

V- PARECER DO CEFP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apos acatar os pareceres dos membreos-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem
como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como wodos o3
anexos incluides na Pesquisa, resolve aprovar sem restrighes o Protocolo de Pesquisa
supracitado.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

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

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocelo
aprovado e descontinuar o estudo somente apos analise das razbes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Item HL1.2), exceto quando perceber risco ou dano nfo
previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Item V.30)

0 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 ocomido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificagio apo CEP e a Agéncia Nacional de Vigilincia
Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicienamento.

Eventuais modificactes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, identificando & parte do protocolo a ser modificada e suas
justficativas. Em caso de projeto do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo nicial (Res. 251/97, Ttem 1.2 ¢}

Relatorios parciais & final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com o prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96
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ANEXO 4

continuacao

VII - DATA DA REUNIAQ

Homalogado na VIO Reunido Ordindria do CEPFCM, em 19 de agosto de 2003.

Profa. Dra, Carmen Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETIC A EM PESQUISA
FOM /TINICAMP
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ANEXO 5

MINISTERIO DA SAUDE
Conzelho Macional de Saude
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N.” 1544/2003

Registro CONEP: 9078 (Este ni ¢ deve Ser clada nas correspondéncias referentes g ests projete)

Reglstro CEP: 22703 Processo n.” 25000.092353/2003-18
Projeto de Pesquisa: ‘identificacdo dos Polimorfismos dos Genes CYP1AT, NATT &
NATZ, Associados com Metabolismo de Careindgenos, na Susceptibilidade ao
Adenocarcinoma Colorretal Esporddico”

Pesquisador Responsavel: Dr. Sandro Nunes Angelo

Instituicao: Hospital das Clinicas - UNICAMP.

Area Tematica Especial: Genética humana.

Objetivos

Determinar as frequéncias de ocorréneias dos polimorfismos lle462Val e T6325C do
gene CY1A1, NAT1*10 do gene NAT 2, em cada grupo de individuos. Verificar se os
polimorfismos  génicos influenciam o risco de ocorréncia do CC. Verificar se os
polimorfismos génicos estio associados a ifade, ap sexo, a raca, ao habito de fumar

a localizagio, ao estadio e ao grau de diferenciacao do tumor de pacientes com CC.

Sumério

Com a intengdo de atingir aos objetivos tragados os pesquisadores estudario cerca de
100 pacientes provenientes do Ambulatdrio de Proctologia do HC/UNICAMP com
diagndstico de adenocarcinoma colorretal ‘esporadico” (ACE), independente do sexo.
Cada pacienie serd avaliado do ponto de vista clinico e laboratorial. Um grupo controfe
composio de doadores de sangue com idade entre 50 e B0 anos gue ndo tenham
doencas pré-neopldsicas, perda de peso, sintomas gasltro-intestingis ou antecedentes
com cadncer colorretal, recrutadas junto ao Hemocentro/UNICAMP. O cancer colorretal
tem relacao com uma série de fatores externos e internos. As alteragoes génicas
pertencem aos fatores inlernos. Algumas alteragles jd estdo estabelecidas {como a
mutagho do gene APC), owtras ainda sio questionadas. Serd avaliada a oooarréncia de
pofimorfismos  de trés genes (CYP1A1, NATT & NAT?} em pacientes com
adenocarcinoma colorratal esporadico e comparado com o grupo confrole. Estudo com
manipulacio genética para diagnostico.

Consideragdes:

t. Consta do protocola, na forma de anexos | e |, Carta de Consentimento pos -
informado a ser obtida dos pacientes e outra a sor obtida do individuo controle .
Essas Cartas devem ter seu titulo substituido por Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido ~ TCLE, nomenclatura recomendada pela Resolucan CNS n° 1956/96.

2. Ha referéncia no TCLE e no Protocolo de que o material bioldgico obtide sera
utilizado somente nesta pesquisa e que para qualquer ouiro uso do mesmo
material, um novo projeto de pasquisa sera encaminhado ao CEP. Ressalia-se e,

para projetos gue incluam o armazenamento de material, deve ser incluido no
protocolo:

a- justificativa da necessidade de usos futuros:

b- declaracao de que toda nova pesquisa a ser feita com o material sera submetida

para aprovacao ac CEP da instituigo & CONEP, corforme as normas, em caso de
area temdtica especial;
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MINISTERIO DA $AUDE
Conselho Macional de Saode
Comissdo Naclonal de Etica em Pesquisa - CONEP

Conl. Parecer CONEF n® 1544/03,

¢~ incluir consentimenta prévio dos doadores para guarda de material para pesquisas
futuras;

Em caso de impossibilidade de obtencdo do  consentimento especifico para nova
pesquisa (doador ja falecido, tentativa de contato sem sucesso, etc...), devem ser
apresentadas as justificativas (como parte do protocolo) para apreciacio do CEP, que
dispensara ou ndo o consentimento individual,

A instituigio deve criar norma interna para armazenamento de materiais bioldgicos,
com definicio dos responsdveis pela guarda e uso do materal e de possivais
UsUArios, com mecanismos que garantam sigilo e respeito & confidencialidade
{codificacao) além de mecanismos pelos quais os doadores possam ser contactados,
tendo em vista novo consentimento especifico para cada nova pesquisa ou enlrega de
informacéo de interesse do doador {(por ex. resultado de exames futuros), permitindo

que os doadores possam receber eventuais beneficios provenientes dos estudos com
seu material bioldgico.

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, de
acordo com as atribuicoes definidas na Resolutao CNS 196/96, manifesta-se pela

aprovagao do projeto de pesquisa proposto com a seguinte recomendagao a ser
acompanhada pelo CEP.

«  Alendimento as consideragies acima.

Situagdo : Projeto aprovado com recomendacéo.
Brasilia, 18 de Setembro de 2003,

M}:}é.@& ‘Qéaa‘q

WILLLAM SAAD HOSSMNE
Coordenador da CONER/CNS/MS
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ANEXO 6

Distribuicao dos pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico de acordo com a

idade, o sexo, a raga, os niveis de antigeno carcino-embrionario (CEA), a localizagdo do

tumor, o grau de diferenciagdo e o estagiamento TNM

o Grau de .
Caso Paciente digjga:gs?ic::o Sexo Raca ngatl:f;g?o ggz;%ncjféiz :12 Estaslrlsl\r;llento

1 M.D.D.S. 57 F C D Moderadamente I
2 S.ADS.F. 44 F C D Moderadamente v
3 A.M.B. 71 F C D Moderadamente ND
4 J.S.C. 57 M C D Moderadamente I
5 A.G.B. 74 M C D Moderadamente 0
6 M.AAB. 72 M C D Bem I
7 [.J.S. 76 M C D Moderadamente I
8 L.T.F. 50 M C D Moderadamente Il
9 AF.S. 54 F N D Moderadamente I
10 M.L.P.F. 50 F C D Moderadamente 0
11 P.P. 67 M C D Moderadamente Il
12 JAG. 59 M C D) Bem NR
13 AG.S. 55 F C D Bem I
14 M.R. 75 M C D Moderadamente [
15 M.C.S. 59 F C D Moderadamente v
16 H.M. 63 M C D Moderadamente Il
17 H.S. 63 M C D Moderadamente v
18 M.A.C.J. 54 F N D Moderadamente I
19 M.T. 74 F C P Moderadamente 1]
20 P.B. 55 M C P Bem I
21 M.C.G. 61 M C D Moderadamente I
22 F.P. 81 M C P Bem i
23 AV.S. 60 F N D Moderadamente NR
24 D.P.F.G. 66 F N P Bem Il
25 L.S. 58 M C D Moderadamente I
26 G.C.S. 50 M N D Moderadamente 11
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continuacao

ANEXO 6

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

JJ.L.
J.E.G.
M.A.L.S.
AF.S.
A.F.S.
M.H.S.
J.P.R.
A.C.S.
AA.
LAT.
AF.
A.F.
J.J.C.
L.P.S.
J.Z.F.
M.M.F.A.
O.l.D.A.
R.J.C.G.
H.B.M.
C.R.O.
D.M.C.
AM.O.
D.B.F.
N.P.R.
E.F.B.S.
M.O.O.
AM.R.
E.P.
C.R.
B.M.
R.S.

59
63
76
41
75
75
73
76
64
74
56
71
70
41
75
72
73
47
68
47
51
80
87
64
49
55
73
35
75
63
55

=S nm Z2 22 22 mmmmmmnmZ mmmZ 2 1T mm 2 2 2 22 m1mm < < Z

O Z2 0 0O >» OZ2 0 0200000 2Z202Z2000000002z20002z2

O 0O 0O 0o v O v U OO0 O OO oo v o v o

=z
uy)

O v U U v U U O T O T

Moderadamente
Pouco
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Bem
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Moderadamente
NR
Moderadamente
Bem
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Moderadamente
Bem
Bem

Moderadamente
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continuacao

ANEXO 6

58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88

M.L.C.B.
L.T.L.
J.M.S.
J.P.S.
G.M.S.
J.C.C.
L.R.R.
N.M.M.S.
C.N.B.
E.P.S.
O.A.C.
T.T.S.
M.P.S.M.
A.M.M.
J.M.
V.L.
M.M.S.
J.M.S.
M.F.M.N.
A.G.
0.0.
AZ.
L.T.
P.L.
B.F.F.
W.J.T.
L.R.P.F.
M.R.F.
M.R.B.
O.C.B.
J.J.S.

31
76
64
73
65
49
63

51
61
50
51
56
59

54
58
85
35
64
70
77
72
42
59
43
55
60
72
59
41

=T = 1T 1T 2L =L ZEL S E NS T mEEmm T m < m < oMo

O O O O O O 200000000 Z200002Z2002zZ22Z2000002z2

O O O O v O O O

Z
X1

O 0O OO0 vt OO0 v OOU O vOo UV OO VT OO O O

Moderadamente
Moderadamente
Pouco
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
NR
Bem
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Bem
Moderadamente
Bem
Bem
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Bem
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente

Moderadamente
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continuacao

ANEXO 6

89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119

A.C.F.
E.P.O.
V.R.A.
O.G.F.
J.D.P.A.
F.S.
C.RK.P.
P.F.
T.AF.S.
M.J.
AF.
L.P.
M.A.M.
C.S.
D.v.
C.S.
V.F.B.
J.P.R.
J.M.T.
C.LS.
JJ.F.
M.L.R.
J.A.O.
M.C.T.S.
S.F.G.
[.M.M.
T.H.Y.
J.F.S.
M.S.B.
M.P.
G.C.C.S.

69
60
78
80
64
77
54
80
58
76
74
60
27
NR
45
52
45
54
56
42
71

48
77
62
77
65
41

51

48
49
62

M C
F N
F N
M C
M C
M C
M C
M C
F C
F C
M C
M C
M C
NR NR
M C
M C
M C
M C
M C
M C
M C
F N
M C
F C
F N
F C
F A
M C
F C
M C
F C

NR
NR

O O 0O O OO 0O O v T T

P+D

O O v U O O

NR
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente

NR

NR
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente

NR

NR
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente

Bem
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente

Bem
Moderadamente
Moderadamente

Bem
Moderadamente
Moderadamente

Pouco
Bem

Moderadamente
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continuacao

ANEXO 6

120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151

AF.P.
C.LG.
M.L.L.
AZS.
O.D.
H.H.C.
M.A.V.R.
A.C.S.S.
D.G.
G.S.D.
G.P.M.
R.P.G.
N.A.F.
P.T.J.
S.J.S.
P.C.AF.
M.J.S.
R.Z.G.
P.V.C.
N.M.L.S.
M.C.C.T.R.
W.W.O.
J.R.P.F.
B.J.B.
A.B.F.
N.S.S.
J.E.N.
Z.P.S.
J.L.S.
S.C.
AM.O.
A.C.A.

M2 221 nmn 221 EZnmm 22 22 2 mm 2 momom

O O O O O O O O 0O Z200Z2000000000000Oz2z200000

O U v U U U U O T T

pd
By

O U v O O 0o vt O U v 0O O OO v UV OO O OO

Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
NR
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Pouco
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente

Moderadamente
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continuacao

ANEXO 6

152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182

N.C.A.
L.C.T.
B.L.
AP.S.
G.B.B.
A.L.P.
AS.S.
R.N.L.J.
M.C.V.
M.R.A.
M.L.Z.C.
G.M.
M.A.C.S.
F.P.
L.F.
[.M.C.
E.B.
J.B.
L.A.C.
M.AA.
S.A.C.G.
G.G.
P.B.
E.P.
T.G.L
O.A.V.
FX.F
AA.S
A.D
M.C.G.H
M.A.T.S

M 1T 1M 22 1212222212 mEZ mZ 2 1 mm < 2o

O O O O O O 2 0 0200000000000 O00O0O0O0O0O0OO0OOo0OoOo0

T O O U U U U U0 U oo v o O o v OO 0o o o o @D

P+D

O O O v O O

Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Bem
Moderadamente
Bem
Moderadamente
Moderadamente
NR
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
NR
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Pouco
Moderadamente
Bem
Moderadamente

Moderadamente
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183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213

E.M.F
G.RT
P.B.T
I.LA.C
M.L.Q.R
H.P.B
M.J.D.Q
C.0O
R.AM
J.Q.C
M.1.Z.M
G.AS.A
H.S
M.A.L.M
S.MJ
D.S
A.OS.F
J.J.S
J.T
V.E
M.A.LP.
J.S.M.
M.V.
L.AR.S.
AC.S.
AV.F.
L.F.S.
O.P.
M.V.
A.P.
O.F.

1 G | BE-<G-<G-<c i § B-<G-< | B-<G<G-<c § <G~ | B~ o I § E<G~G<c § A o M o (R o T s M 1 |

O O O O O O O 0O > OO0 0O 0OZ2000X» O00O0Z000000o02zo0

O v O O O

P+D

O 0O 0O U U v v O Vv o0 v OO0 UV v O 7TV O OUOO TV OO

Moderadamente
Moderadamente
Pouco
Bem
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Bem
Pouco
Moderadamente
Pouco
Bem
Bem
Bem
Moderadamente
Bem
Moderadamente
NR
Moderadamente
Bem
Bem
Bem
Bem

Moderadamente
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214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244

V.S.C.
R.S.S.
J.O.E.
G.P.A.
D.F.A.
D.J.S.
P.AB.
L.B.O.
J.A.P.C.
R.F.R.
M.F.C.
M.M.S.S.
E.S
A.CS.
G.B.M.N.
R.N.M.C.
B.A.
L.B.L.
E.S.F.
C.G.S.
O.C.
M.B.F.
M.F.S.
A.C.G.
AB.
AR.G.
J.M.F.
M.A.G.
J.C.
.LA.P.S.
M.G.
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P+D

T

Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Pouco
Pouco
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Pouco
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Pouco
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente
Bem
Moderadamente
Moderadamente
Pouco
Moderadamente
Pouco
Moderadamente
Bem

Moderadamente
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245
246
247
248
249
250
251
252
253
254

J.B.G.G.

J.G.S.
L.R.R.
O.L.
S.T.

H.S.S.J.

C.AS.
W.D.

A.C.S.M.

AZ.

48
68
39
64
74
66
55
54
61
62

T2 M2 2 Z

O 0O OO O o oo oo

O U U O v O U T U T

Bem

Bem
Moderadamente
Moderadamente

Bem
Moderadamente
Moderadamente
Moderadamente

NR

Moderadamente

F, feminino; M, masculino; C, caucaséide; N, negroide; A, asiatica; NR, nao realizado D,

distal; P, proximal; P+D, proximal e distal; ND, ndo determinado
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ANEXO 7

Distribuicao dos pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico de acordo com o

habito de fumar, o etilismo e o consumo mensal de carnes, verduras e leguminosas, frutas

e cereais integrais

Consumo (por¢coes/més)

N. do caso Paciente Tabagismo Etilismo

cames Jordase  puas  Coede
1 M.D.D.S. NT NE NR NR NR NR
2 S.A.D.SF. T NE 56 4 NI NI
3 A.M.B. ET NE 26 NI NI NI
4 J.S.C. ET EE NR NR NR NR
5 A.G.B. ET EE 64 40 15 NI
6 M.A.A.B. NT NE 36 72 56 NI
7 I.J.S. ET EE 47 40 NI NI
8 L.T.F. ET NE 25 16 NI NI
9 A.F.S. T NE 64 104 NI NI
10 M.L.P.F. NT NE 62 56 NI NI
11 P.P. T NE 60 80 NI NI
12 J.A.G. T NE 160 32 140 NI
13 A.G.S. ET NE 57 52 28 NI
14 M.R. T E 41 52 56 NI
15 M.C.S. T NE 66 56 56 NI
16 H.M. T NE 51 80 48 NI
17 H.S. ET NE 43 46 16 NI
18 M.A.C.J. NT NE 20 44 84 28
19 M.T. NT NE 28 34 84 2
20 P.B. T ET 86 68 14 NI
21 M.C.G. ET NE 72 62 28 NI
22 F.P. ET E 112 44 56 NI
23 A.V.S. ET NE 58 120 84 NI
24 D.P.F.G. NT NE 110 224 NI NI
25 L.S. ET NE 81 104 140 NI
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

G.C.S.
JJ.L.
J.E.G.
M.A.L.S.
A.F.S.
AF.S.
M.H.S.
J.P.R.
A.CS.
AA.
LA.T.
AF.
AF.S.
J.J.C.
L.P.S.
J.Z.F.
M.M.F.A.
O.l.D.A.
R.J.C.G.
H.B.M.
C.R.O.
D.M.C.
AM.O.
D.B.F.
N.P.R.
E.F.B.S.
M.O.O.
A.M.R.
E.P.
C.R.
B.M.

ET
ET
NT

NT
NT
NT
NT

NT
NT
NT
ET
NT
NT

ET

EE
EE
NE
EE
NE
NE
EE
NE
EE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
EE
NE
EE

180
134
124
46
81
106
100
76
110
132
120
44
144
72
128
32
72
60
52
40
168
56
28
64
76
74
58
64
172
62
34

80
9%
88
112
40
28
152
120
112
48
96
104

80
88
36
88
136
112
16
168
40
56
176
196
80
32
76
240

56

14
56
56
28
NI
84
28
84
NI
NI
56
NI

28
28
NI
56
NI
28
28
84
NI
56
56
84
56

56
NI
NI
NI

NI
NI
12
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
24
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
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57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

R.S.
M.L.C.B.
L.T.L.
J.M.S.
J.P.S.
G.M.S.
J.C.C.
L.R.R.
N.M.M.S.
C.N.B.
E.P.S.
O.A.C.
T.T.S.
M.P.S.M.
AM.M.
J.M.
V.L.
M.M.S.
J.M.S.
M.F.M.N.
AG.
0.0.
AZ
L.T.
P.L.
B.F.F.
W.J.T.
L.R.P.F.
M.R.F.
M.R.B.
O.C.B.

NE
NE
NE
NE

NE
NE
NE
NE
NE

NE
NE
EE
NE
NE
NE
NE

NE
EE
NE

NE

NE
NE
NE
NE
EE

106
60
64
64
92
92

136
78
64
44
65
78
80
58

176

164
50
80
34
41
80

100
70
54
60

106

112

124
31

144

104

112
80
48
88
72
88
56
32
120
96
40
32
24
88
96
80
24
96
92
88
96
72
32
52
54
64
64

80
68
31

56
28
28
112
56
56
NI
56
NI
NI
56
56
28
28
56
84
28
84
56
28
56
56
84
140
56
84
84
NI
112
56

NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
20
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
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88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119

J.J.S.
A.C.F.
E.P.O.
V.R.A.
O.G.F.
J.D.P.A
F.S.
C.RK.P.
P.F.
T.AF.S.
M.J
AF.
L.P.
M.A.M.
D.v.
C.S.
V.F.B.
J.P.R.
J.M.T.
C.LS.
JJ.F.
M.L.R.
J.A.O.
M.C.T.S.
S.F.G.
[.M.M.
T.H.Y.
J.F.S.
M.S.B.
M.P.
G.C.C.S.

NR

ET
NT
ET
ET
NT
NT
NT

NT
ET
ET
NT
NT
NT

EE
EE
NE
NE
NE

NR
NR
NR
NE
NE
EE
NE
NR
NE
NE

NE
NE
EE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

153
148
56
60
120
108
NR
NR
NR
NR
68
NR
NR
NR
82
88
80
49
76
85
80
96
70
68
72
40
76
146
52
136
45

84
72
80
32
80
112
NR
NR
NR
NR
72
NR
NR
NR
96
108
60
180
116
96
56
80
112
80
96
40
96
32
80
44
56

28
112
140
84
56
140
NR
NR
NR
NR
56
NR
NR
NR
NI
56
28
14
NI
84
14
140
14
56
84
28
112
112
56
140
112

NI
NI
NI
NI
NI
NI
NR
NR
NR
NR
NI
NR
NR
NR
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI

NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
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120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

AF.P.
C.LG.
M.L.L.
AZS.
O.D.
H.H.C.
M.A.V.R.
A.CS.S.
D.G.
G.S.D.
G.P.M.
R.P.G.
N.A.F.
P.T.J.
S.J.S.
P.C.AF.
M.J.S.
R.Z.G.
P.V.C.
N.M.L.S.
M.C.C.T.R.
W.W.0.
J.R.P.F.
B.J.B.
AB.F.
N.S.S.
J.E.N.
Z.P.S.
J.L.S.
S.C.
AM.O.

NT
NT
ET

ET
NT
ET

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
EE
NE
NE
NE
NE
NE
EE
NE
NE
NE

NE
NE
NE
NE
NE

NE
EE

25
45
41
56
34
86
116
105
60
127
91
60
58
68
49
46
84
52
80
89
60
100
68
88
99
53
64
56
56
58
66

36
40
80
16
40

62
22
80
88
40
56
48
52

NI
52
60
28
164
40
92
32
52
128
24
56
44
144
72
56

28
56
28
NI
NI
56
56
NI
28

140

140

140

112
84

112
NI

112
56
56
NI
56

112

112

112
28
NI
28
56

224
84
NI

NI
NI
NI
NI
NI
NI
32
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
12
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
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151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181

A.C.A.
N.C.A.
L.C.T.
B.L.
AP.S.
G.B.B.
A.L.P.
AS.S.
R.N.L.J.
M.C.V.
M.R.A.
M.L.Z.C.
G.M.
M.A.C.S.
F.P.
L.F.
[.M.C.
E.B.
J.B.
L.A.C.
M.A.A.
S.A.C.G.
G.G.
P.B.
E.P.
T.G.L
O.AV.
F.X.F
AAS
AD
M.C.G.H

NE
NE

NE
NE
NE

NE
EE
NE
NE
NE

NE
NE

NE
EE
NE
NE
NE
NE

NR
NR
NR
NR
NR
NR

24
64
77
48
17
64
136
36
62
66
121
56
12
65
140
120
49
48
38
80
32
48
94
72
78
NR
NR
NR
NR
NR
NR

68
44
144
84
68
72
16
92
32
72
34
88
88
72
64
112
136
64
64

24
80
24
72
32
NR
NR
NR
NR
NR
NR

168
28
56
56

112
56
NI
56
64
56
56
12
14

112

112

168
84
56
56
14

112

140
84
84
14
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI

NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI

12
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NR
NR
NR
NR
NR
NR
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182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212

M.A.T.S
E.M.F
G.RT
P.B.T

I.LA.C

M.L.Q.R
H.P.B

M.J.D.Q

C.0O
R.AM
J.QC

M.1.Z.M

G.AS.A

H.S

M.A.L.M
S.M.J

D.S

A.OS.F
J.J.S

J.T

V.E

M.A.LP.
J.S.M.

M.V.

L.AR.S.
A.C.S.
AV.F.
L.F.S.

O.P.

M.V.

A.P.

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
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213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243

O.F.
V.S.C.
R.S.S.
J.O.E.
G.P.A.
D.F.A.
D.J.S.
P.A.B.
L.B.O.

J.AP.C.
R.F.R.
M.F.C.

M.M.S.S.

E.S
A.C.S.

G.B.M.N.
R.N.M.C.

B.A.
L.B.L.
E.S.F.
C.G.S.

O.C.
M.B.F.
M.F.S.
A.C.G.

A.B.
AR.G.
J.M.F.
M.A.G.

J.C.

I.LA.P.S.

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
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244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254

M.G.

J.B.G.G.

J.G.S.
L.R.R.
O.L.
S.T.

H.S.S.J.

C.AS.
W.D.

A.C.S.M.

AZ

- -4 44 -

NT
T
ET
ET
NT
NT
NT

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NE
NE
NE
NE

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
128
42

36

70

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
120
136
168
88

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
84

56

84

168

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NI

NI

28
NI

T, tabagista; NT, nao tabagista; ET, ex-tabagista; E, etilista; NE, nao etilista; EE,

ex-etilista; NI, ndo ingere; NR, nao realizado
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ANEXO 8

Distribuicao dos 257 controles de acordo com a idade, 0 sexo e a raca

N.2 do Caso Doador Idade Sexo Raca
1 M.A.R.C. 64 F C
2 P.B.S. 58 M C
3 S.M.S. 61 M N
4 M.L.V.S. 64 F C
5 M.H.P.S. 58 F C
6 E.P.T. 66 M N
7 N.P.S. 55 M C
8 N.G.A.B. 57 F C
9 M.V.G. 64 M C
10 AAG. 61 M C
11 F.B. 54 M C
12 W.M.C 59 M C
13 J.F.N. 66 M C
14 N.M.J.G. 60 F C
15 J.C. 59 M C
16 C.D. 61 M C
17 B.E. 60 M C
18 J.A.S. 58 M N
19 C.S.F. 59 F C
20 J.AN. 59 M N
21 M.P.S.L. 64 F C
22 J.F.S. 64 M C
23 AR.T. 60 M C
24 N.S. 63 M N
25 E.T. 62 M C
26 J.C.AN. 60 M N
27 J.R.C. 57 M
28 D.1.S.D. 58 F C

Anexos

189



continuacao

ANEXO 8

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

AN.P.
J.C.S.
M.S.S.
0.J.
V.O.
M.J.S.
E.G.O.
L.T.G.
J.M.L.
H.J.M.
E.P.A.
M.C.
M.N.
A.D.C.

B.F.P.C.

V.P.T.
A.P.M.
S.R.

J.B.B.M.

M.L.S.
M.G.B.
G.P.S.
J.S.
L.T.O.
E.B.N.
U.T.
J.G.S.

J.G.AS.

P.J.S.
AS.L
D.A.S.

63
57
64
65
57
60
64
58
57
57
57
62
60
59
65
57
63
63
58
63
66
58
57
65
59
57
60
62
62
64
60
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60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

P.A.S.
ALA.

J.G.S.S.

J.R.C.
J.P.S.
J.C.L.
J.M.F.
I.R.P.
L.A.S.
O.M.
AV.G.
D.AA.
N.Y.
J.M.S.

V.S.P.F.

J.AF.
J.A.C.
C.D.
A.D.
H.C.L.
L.G.O.
W.M.S.

R.B.AN.

AB.S.
AO.L.
E.B.

M.A.B.B.

A.C.F.
T.AF.

F.L.G.F.
A.B.C.M.

62
59
59
58
62
60
58
63
63
57
59
57
65
60
63
66
65
60
59
63
64
64
63
58
62
63
58
57
57
57
62
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91

92

93

94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

P.N.O.S.

V.A.
C.J.F.
L.G.T.
AR.S.

AR.
E.F.S.

L.M.

V.A.
O.R.P.
M.C.P.
J.AS.

J.B.M.L.

H.P.L.
J.S.N.
AS.

J.S.F.P.

S.P.U.
C.A.P.
AB.
F.D.
B.B.
S.F.R.
E.F.S.
B.A.
J.P.A.
ALG.
A.C.B.
R.R.E.
N.C.
A.C.C.

63
61
59
66
65
57
58
60
62
63
57
64
59
65
65
58
57
57
57
58
59
64
63
59
63
64
58
63
62
58
57
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122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152

AR.P.
S.B.
M.P.M.

M.J.G.J.

R.F.M.
L.C.
E.C.B.
M.J.B.
S.T.

L.A.S.B.

M.H.P.
0.C.
J.D.S.
G.T.L.
I.F.
J.V.F.
C.AF.
F.P.B.
W.F.
G.T.S.
J.S.
A.LF.
0.S.R.
B.C.
A.C.C.
K.K.

J.P.L.F.

AS.
J.M.S.
J.C.M.
B.J.Z.

57
57
66
58
65
63
56
65
57
62
67
58
67
60
64
60
58
57
67
58
61
58
57
63
59
63
59
58
57
57
59
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153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183

C.M.
M.S.
C.R.

A.F.D.O.

J.AS.

A.C.S.R.

J.R.F.
S.T.
A.C.S.
E.C.C.
M.F.N.
Z.F.
E.S.R.
F.S.

J.M.H.M.

R.B.M.
L.O.
J.R.S.
C.P.L.

T.J.P.R.

L.S.S.
A.C.
V.A.B.
S.P.B.
E.C.L.
D.B.
A.P.
L.A.L.
A.R.OC.
R.M.
AR.

66
61
58
66
66
59
62
60
56
59
58
61
67
58
62
63
59
62
60
61
60
61
60
58
57
59
66
61
58
58
65
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184 Ad. 59 M C
185 M.R.S. 60 M C
186 L.G. 63 M C
187 M.C.T. 65 F C
188 S.N. 62 M C
189 F.A.S. 57 M C
190 AG. 59 M C
191 L.F.S. 58 M C
192 L.O.R. 65 F C
193 P.R. 60 M C
194 J.E.P. 65 M C
195 J.S.B. 64 M C
196 M.A.T. 59 F C
197 J.C.Q. 62 M C
198 AB. 63 M C
199 J.LA. 62 M N
200 F.B.F. 59 M C
201 R.M. 61 M C
202 C.M. 61 F C
203 D.L.S. 63 F C
204 AAZ. 63 F C
205 J.V.R. 61 M N
206 M.B.M. 64 F C
207 J.F.S. 58 M C
208 I.M.L.C. 59 F C
209 C.C.P. 64 M C
210 T.F.M. 60 F C
211 AM.S.C. 61 F N
212 F.D.F. 66 M C
213 J.L.S. 59 M C
214 A.AB.P. 61 F C
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215 J.AS. 58 M C
216 AS.F. 59 M C
217 W.F. 63 M N
218 L.S. 59 M C
219 M.J.S. 60 M C
220 W.A.C. 63 M C
221 L.A.S. 65 M C
222 A.C. 60 M C
223 B.T.N. 62 M C
224 AB. 57 M C
225 ALR. 60 M C
226 J.AS. 62 M N
227 R.A.L. 57 M C
228 AR. 62 M C
229 O.F. 59 M C
230 J.B.O. 58 M C
231 C.V.S. 62 M N
232 J.AR. 67 M C
233 A.B. 65 M C
234 J.R.S. 58 M C
235 W.V.S. 59 M C
236 J.S. 58 M C
237 M.A.C.G. 59 F C
238 M.A.R.S.M. 57 F C
239 E.P.I. 65 F C
240 D.M.B. 61 F C
241 J.S.N. 66 M C
242 E.A.C. 58 M C
243 C.S.F. 60 F C
244 M.S.F. 66 M C
245 C.M.C. 57 F C
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246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257

E.A.B.

O.N.LS.M.

B.A.
G.S.P.S.
M.S.O.R.
M.P.S.G
M.S.C.O.

N.R.P.
M.D.A.L.
C.S.T.
D.AA.
M.G.R.

62
59
62
63
61
56
59
59
59
65
60
63

M M M M M M M M m m M M

O O O O O o0 200000

.2, numero; F, feminino; M, masculino; C, caucasiano; N, negréide; A, asiatico
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ANEXO 9

Distribuicao dos controles de acordo com o habito de fumar, o etilismo e o consumo

mensal de carnes, verduras e leguminosas, frutas e cereais integrais

N.2do caso Doador

Tabagismo

Consumo (por¢cées/més)

Etilismo

cames Yorduane | puas - Corele
1 M.A.R.C. NT NE 26 96 224 NI
2 P.B.S. NR NR NR NR NR NR
3 S.M.S. NR NR NR NR NR NR
4 M.L.V.S. NT NE 20 12 56 NI
5 M.H.P.S. NT NE 25 136 56 28
6 E.P.T. NR NR NR NR NR NR
7 N.P.S. NT NE 56 72 112 NI
8 N.G.A.B. NR NR NR NR NR NR
9 M.V.G. NR NR NR NR NR NR
10 A.AG. NR NR NR NR NR NR
11 F.B. NR NR NR NR NR NR
12 W.M.C ET NE 56 4 112 NI
13 J.F.N. NR NR NR NR NR NR
14 N.M.J.G. NT NE 61 84 56 2
15 J.C. T NE 50 64 149 28
16 C.D. ET NE 65 136 140 NI
17 B.E. NT NE 42 40 28 NI
18 J.A.S. NR NR NR NR NR NR
19 C.S.F. NT NE 38 112 56 NI
20 J.A.N. NR NR NR NR NR NR
21 M.P.S.L. NR NR NR NR NR NR
22 J.F.S. NR NR NR NR NR NR
23 A.R.T. NR NR NR NR NR NR
24 N.S. NR NR NR NR NR NR
25 E.T. T E 96 168 84 NI
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

J.C.AN.
J.R.C.
D.L.S.D.
AN.P.
J.C.S.
M.S.S.
0.J.
V.O.
M.J.S.
E.G.O.
LT.G.
J.M.L.
H.J.M.
E.P.A.
M.C.
M.N.
A.D.C.
B.F.P.C.
V.P.T.
A.P.M.
S.R.
J.B.B.M.
M.L.S.
M.G.B.
G.P.S.
J.S.
L.T.O.
E.B.N.
U.T.
J.G.S.
J.G.AS.

NR

NT
NR
NR

NR
NR
NT
ET

NR
NE
NE
NR
NR
NE
NR
NR
NE
NE
NE

NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NE
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
78
48
NR
NR
46
NR
NR
42
28
48
61

NR
NR
NR
50
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
56
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
9
36
NR
NR
9
NR
NR
88
64
68
48
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
104
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
140
56
NR
NR
28
NR
NR
NI
28
56

NR
NR
NR
14
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
84
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NI
NI

NR

NR
NI

NR

NR
NI
NI
NI
NI

NR

NR

NR
NI

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR
NI

NR

NR

NR

NR

NR

NR
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57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

P.J.S.
AS.L.
D.AS.
P.A.S.
A.LA.
J.G.S.S.
J.R.C.
J.P.S.
J.C.L.
J.M.F.
I.R.P.
L.AS.
O.M.
AV.G.
D.AA.
N.Y.
J.M.S.
V.S.P.F.
J.AF.
J.A.C.
C.D.
A.D.
H.C.L.
L.G.O.
W.M.S.
R.B.A.N.
AB.S.
A.O.L.
E.B.
M.A.B.B.
A.C.F.

NR
NR
NE
NE
NR
NR
NE
NR
NE

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NE
NR
NE
NR
NR
NR
NE
NE
NR
NR

NR
NR
32
88
NR
NR
26
NR
56
28
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
72
14
NR
41

NR
NR
NR
76
49
NR
NR
46

NR
NR
NI
36
NR
NR
60
NR
32
24
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
144
48
NR
128
NR
NR
NR
100
72
NR
NR
128

NR
NR
NI
NI
NR
NR
84
NR
16
84
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
84

NR
84
NR
NR
NR
12
56
NR
NR
56

NR
NR
NI
NI
NR
NR
28
NR

NI
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NI
16
NR

NR
NR
NR

NI
NR
NR

NI
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88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118

T.AF.
F.L.G.F.
A.B.C.M.
P.N.O.S.
V.A.
C.J.F.
L.G.T.
AR.S.
AR.
E.F.S.
L.M.
V.A.
O.R.P.
M.C.P.
J.AS.
J.B.M.L.
H.P.L.
J.S.N.
AS.
J.S.F.P.
S.P.U.
C.AP.
AB.
F.D.
B.B.
S.F.R.
E.F.S.
B.A.
J.P.A.
ALG.
A.C.B.

NR
NR
NE
NE
NE
NR
NR
NR

NE
NE
NR
NR
NE
NE
NE
NR
NR
NR
NE
NE
NR
NR
NR
NE
NE
NE
NE
NE
NE
EE

NR
NR
132
76
70
NR
NR
NR
53
61
54
NR
NR
20
52
56
NR
NR
NR
104
66
NR
NR
NR
35
72
33
33
28
44
26

NR
NR
120
128
44
NR
NR
NR
56
120
28
NR
NR
128
88
80
NR
NR
NR
76
96
NR
NR
NR
49
112
128
160
56
36
112

NR
NR
140
56
28
NR
NR
NR
28
140
14
NR
NR
112
84
84
NR
NR
NR
56
56
NR
NR
NR
84
112
112
56
56
168
112

NR
NR
NI
NI
NI
NR
NR
NR
NI
NI
NI
NR
NR
NI
NI
NI
NR
NR
NR
NI
20
NR
NR
NR
28
NI
NI
NI
56
NI
NI
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119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

R.R.E.
N.C.
A.C.C.
A.R.P.
S.B.
M.P.M.
M.J.G.J.
R.F.M.
L.C.
E.C.B.
M.J.B.
S.T.
L.A.S.B.
M.H.P.
O0.C.
J.D.S.
G.T.L.
I.F.
J.V.F.
C.AF.
F.P.B.
W.F.
G.T.S.
J.S.
A.L.F.
O.S.R.
B.C.
A.C.C.
K.K.
J.P.L.F.
A.S.

NR
NT
NT
NR
NR

NR
NR
NR
NR
ET
NR
NR

NT
NR
ET
ET
NR
NR
NT
NR
NR
ET
NT
NT
NT
NR
NR
NR
NR

NR
EE
NE
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NE
NE
NR
NE
EE
NR
NR
NE
NR
NR
NE
NE
EE
NE
NR
NR
NR
NR

NR
65
90
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
50
NR
NR
76
64
NR
62
46
NR
NR
72
NR
NR
88
36
72
74
NR
NR
NR
NR

NR
65
56
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
112
NR
NR
92
80
NR
NI
64
NR
NR
39
NR
NR
80
32
116

NR
NR
NR
NR

NR
168
28
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
56
NR
NR
56
56
NR
112
56
NR
NR
56
NR
NR
56
28
56
NI
NR
NR
NR
NR

NR
NI
NI

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR
NI

NR

NR
NI
NI

NR
16
NI

NR

NR
NI

NR

NR
NI
NI
NI
NI

NR

NR

NR

NR
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150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180

J.M.S.
J.C.M.
B.J.Z.
C.M.
M.S.
C.R.
A.F.D.O.
J.AS.
A.C.S.R.
J.R.F.
S.T.
A.C.S.
E.C.C.
M.F.N.
Z.F.
E.S.R.
F.S.
J.M.H.M.
R.B.M.
L.O.
J.R.S.
C.P.L.
T.J.P.R.
L.S.S.
A.C.
V.A.B.
S.P.B.
E.C.L.
D.B.
A.P.
L.A.L.

NR
NE
EE
NE
NE
NR
NE
NR
NR
NR
NE
NE
NR
NR
NR
NE
NE
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NE
NR
NR
NE
NR
NR
NR

NR
50
68
33
60
NR

NR
NR
NR
24
64
NR
NR
NR
48
98
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
26
NR
NR
48
NR
NR
NR

NR
144
116
40

92

NR
80

NR
NR
NR
100
104
NR
NR
NR
96

72

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
44

NR
NR
56

NR
NR
NR

NR
84
NI
56
84
NR
140
NR
NR
NR
28
112
NR
NR
NR
28
28
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
56
NR
NR
12
NR
NR
NR

NR

NI
NI
NI
NR

NR
NR
NR

NI
NR
NR
NR

NI

NI
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NI
NR
NR

NI
NR
NR
NR
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181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211

AR.O.
R.M.
AR.
Ad.

M.R.S.
L.G.

M.C.T.
S.N.

F.A.S.
AG.

L.F.S.

L.O.R.
P.R.

J.E.P.

J.S.B.

M.A.T.

J.C.Q.
A.B.
J.LA.

F.B.F.
R.M.
C.M.

D.L.S.

AAZ

J.V.R.

M.B.M.

J.F.S.

[.M.L.C.

C.C.P.

T.F.M.

AM.S.C.

NR
NR
NR
ET

NR
NR
NR
NR

ET
NR
NT
NR
NR
NT
NR
NT
NR
NR
NR
NT
NT
NT
NR
NR
NT
NR
NR
NT
NT

NR
NR
NR
NE
NE
NR
NR
NR
NR
NE
NE
NR
NE
NR
NR
NE
NR
NE
NR
NR
NR
NE
NE
NE
NR
NR
NE
NR
NR
NE
NE

NR
NR
NR
38
52
NR
NR
NR
NR
68
74
NR
15
NR
NR
98
NR
56
NR
NR
NR
49
15
35
NR
NR
52
NR
NR
32
34

NR
NR
NR
114
72

NR
NR
NR
NR
60

NR
88

NR
NR
128
NR
88

NR
NR
NR
44

104
48

NR
NR
96

NR
NR
48

152

NR
NR
NR
NI

84
NR
NR
NR
NR
NI

56

NR
NI

NR
NR
84
NR
56
NR
NR
NR
84
28
84
NR
NR
56
NR
NR
84
56

NR
NR
NR
NI
NI
NR
NR
NR
NR
NI
NI
NR
NI
NR
NR
24
NR
NI
NR
NR
NR
NI
20
NI
NR
NR
NI
NR
NR
NI
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212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242

F.D.F.
J.L.S.
A.AB.P.
J.AS.
AS.F.
W.F.
L.S.
M.J.S.
W.A.C.
L.A.S.
A.C.
B.T.N.
A.B.
ALR.
J.AS.
R.A.L.
AR.
O.F.
J.B.O.
C.V.S.
J.AR.
AB.
J.R.S.
W.V.S.
J.S.
M.A.C.G.
M.A.R.S.M.
E.P.I.
D.M.B.
J.S.N.
E.A.C.

NE
NE
NE
NE
NR
NR
NR
EE
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NE
EE

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NE

32
37
22
22
NR
NR
NR
68
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
38
67
NR
NR
88
80
44
NR
NR
NR
NR
NR
NR
56

44
52
88
36
NR
NR
NR
60
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
80

NR
NR
96
60
88
NR
NR
NR
NR
NR
NR
96

140
84
84
56
NR
NR
NR
42
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
84
56
NR
NR
112
NI
84
NR
NR
NR
NR
NR
NR
14

NI
NI
28

NR
NR
NR
NI
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NI
NI
NR
NR

NI
NI
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NI
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continuacao

243 C.S.F. NT NE 38 72 28 NI
244 M.S.F. NR NR NR NR NR NR
245 C.M.C. NR NR NR NR NR NR
246 E.AB. NR NR NR NR NR NR
247 O.N.LLS.M. NR NR NR NR NR NR
248 B.A. NR NR NR NR NR NR
249 G.S.P.S. NT NE 52 88 14 NI
250 M.S.0.R. NR NR NR NR NR NR
251 M.P.S.G NT NE 33 112 28 16
252 M.S.C.O. NT NE 22 70 56 4
253 N.R.P. NR NR NR NR NR NR
254 M.D.A.L. NT NE 55 50 56 NI
255 C.S.T. NR NR NR NR NR NR
256 D.AA. NR NR NR NR NR NR
257 M.G.R. NR NR NR NR NR NR

T, tabagista; NT, ndo tabagista; ET, ex-tabagista; E, etilista; NE, néo etilista; EE,
ex-etilista; NI, ndo ingere; NR, nao realizado
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ANEXO 10

Distribuicao dos pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico de acordo com 0s
polimorfismos T6235C e A4889G do gene CYP1A71 e NAT1*4 e *10 do gene NAT1

CYP1A1
Ne Paciente NAT1
T6235C (M1) A4889G (M2)
1 M.D.D.S. TT AA 4/4
2 S.AD.S.F. TT AA 4/4
3 A.M.B. NR NR NR
4 J.S.C. 1T AA 4/4
5 A.G.B. NR NR NR
6 M.A.A.B. 1T AA 4/4
7 1.J.S. TT AA 4/10
8 L.T.F. 1T AA 4/10
9 AF.S. TT AA 4/10
10 M.L.P.F. 1T AA 4/3
11 P.P. TT AA 4/3
12 JAG. TC GG 4/3
13 AG.S. TT AA 4/4
14 M.R. NR AA 4/10
15 M.C.S. TT AA 4/4
16 H.M. TT AA 4/4
17 H.S. TT AA 4/4
18 M.A.C.J. TC AA 4/3
19 M.T. TC AA 4/10
20 P.B. 1T AA 10/10
21 M.C.G. TC AG 4/4
22 F.P. TC AG 4/10
23 AV.S. 1T AA 10/10
24 D.P.F.G. 1T AA 4/10
25 L.S. 1T AA 4/10
26 G.C.S. 1T AA 4/4
27 JJ.L. TC AG 4/4
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28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

J.E.G.
M.A.L.S.
AF.S.
AF.S.
M.H.S.
J.P.R.
A.C.S.
AA.
LAT.
AF.
AF.
J.J.C.
L.P.S.
J.Z.F.
M.M.F.A.
O.I.D.A.
R.J.C.G.
H.B.M.
C.R.O.
D.M.C.
AM.O.
D.B.F.
N.P.R.
E.F.B.S.
M.O.O.
AM.R.
E.P.
C.R.
B.M.
R.S.
M.L.C.B.
I.T.L.

TC
TC
TC
T
TT
T
TT
TT
TT
TC
TT
TC
TT
TT
TC
TT
TT
TC
CcC
TT
TT
TT
TT
T
CC
TC
T
TT
T
TT
T
TC

AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
GG
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AG

4/10
4/4
4/4

10/10
4/3

4/10
4/3
4/4
4/4
4/4

4/10
4/4
4/4

4/10

4/10

4/10
4/3

10/10

4/3
3/10
4/10

4/4

4/4

4/3

4/4

4/4

4/3

4/3
4/10
3/10

4/4

4/3
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60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

J.M.S.
J.P.S.
G.M.S.
J.C.C.
L.R.R.
N.M.M.S.
C.N.B.
E.P.S.
O.A.C.
T.T.S.
M.P.S.M.
AMM.
J.M.
V.L.
M.M.S.
J.M.S.
M.F.M.N.
A.G.
0.0.
AZ.
L.T.
P.L.
B.F.F.
W.J.T.
L.R.P.F.
M.R.F.
M.R.B.
O.C.B.
J.J.S.
A.C.F.
E.P.O.
V.R.A.

TC
CC
TC
TC
TT
NR
TC
TC
TC
TC
TC
TT
TT
TC
TT
TC
TC
TC
TT
TC
TT
TC
TT
TC
T
TC
TC
TT
T
TT
T
TC

AA
GG
AA
AA
AA
AG
AG
AG
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
GG
AA
AA
GG
AA
GG
AA
AG
AG
AG
AG
AA
AA
AA
GG
AG

4/4
4/10
4/4
4/10
4/10
4/3
4/4
4/4
4/4
4/4
4/3
4/3
4/3
4/10
4/4
4/3
4/3
4/3
4/10
4/10
4/4
4/3
10/10
4/10
3/10
4/4
4/3
4/3
4/4
4/4
4/10
4/4
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92
93

94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123

O.G.F.
J.D.P.A.
F.S.

C.R.K.P.

P.F.

T.AF.S.

M.J.
AF.
L.P.
M.A.M.
C.S.
D.V.
C.S.
V.F.B.
J.P.R.
J.M.T.
C.L.S.
J.J.F.
M.L.R.
J.A.O.

M.C.T.S.

S.F.G.
[.M.M.
T.H.Y.
J.F.S.
M.S.B.
M.P.

G.C.C.S.

AF.P.
C.L.G.
M.L.L.
AZS.

CC
T
CC
T
TT
TC
TC
TT
TT
TT
TC
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TC
TT
T
TC
TT
T
TT
T
TT
TC
TT

GG
AA
AG
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
GG
GG
AA
GG
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA

10/10
4/4
10/10
4/4
4/4
4/4
4/3
4/10
4/4
4/10
4/4
4/4
4/4
4/3
4/10
4/3
4/3
4/4
4/10
4/4
4/3
4/3
4/4
10/10
10/10
4/3
4/4
3/3
4/3
4/3
4/4
4/10
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124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155

O.D.
H.H.C.
M.A.V.R.
A.CS.S.
D.G.
G.S.D.
G.P.M.
R.P.G.
N.A.F.
P.T.J.
S.J.S.
P.C.A.F.
M.J.S.
R.Z.G.
P.V.C.
N.M.L.S.

M.C.C.T.R.

W.W.0.
J.R.P.F.
B.J.B.
AB.F.
N.S.S.
J.E.N.
Z.P.S.
J.L.S.
S.C.
AM.O.
A.C.A.
N.C.A.
L.C.T.
B.L.
A.P.S.

T
T
TT
T
TT
TC
TC
CC
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TC
TC
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
T
T
TT
T
TT
T
TT
T
TT

AG
AA
AA
AA
AA
AA
AG
GG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA

4/4
4/4
4/10
4/3
4/10
4/10
4/4
4/10
4/10
4/4
4/10
4/4
4/4
4/4
4/4
4/3
4/3
4/4
4/3
4/10
4/4
4/4
4/4
4/3
10/10
4/4
4/4
4/4
4/4
4/3
4/10
4/3

Anexos

213



continuacao

ANEXO 10

156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187

G.B.B.
A.L.P.
AS.S.
R.N.L.J.
M.C.V.
M.R.A.
M.L.Z.C.
G.M.

M.A.C.S.

F.P.
L.F.
[.M.C.
E.B.
J.B.
L.A.C.
M.AA.
S.A.C.G.
G.G.
P.B.
E.P.
T.G.L
O.AV.
F.X.F
AAS
A.D
M.C.G.H
M.A.T.S
E.M.F
G.RT
P.B.T
I.LA.C
M.L.Q.R

T
TC
TT
T
TT
T
TT
TT
TC
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TC
TC
TT
TT
TT
TT
T
TC
TT
T
TT
TC
TC
T
TT

AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
GG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AG
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA

4/10
4/4
NR
4/4
4/4
4/3
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4

4/10
4/4
4/3
4/3
4/3
4/3
4/4

4/10
4/4
4/4
4/4
4/4

4/10

10/10
4/4
4/4
4/4
4/4
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188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219

H.P.B
M.J.D.Q
C.O
R.AM
J.Q.C
M.l.Z.M
G.AS.A
H.S
M.A.L.M
S.M.J
D.S
A.OS.F
J.J.S
J.T
V.E
M.A.LP.
J.S.M.
M.V.
L.AR.S.
A.C.S.
AV.F.
L.F.S.
O.P.
M.V.
AP.
O.F.
V.S.C.
R.S.S.
J.O.E.
G.P.A.
D.F.A.
D.J.S.

T
T
TT
T
TT
T
TT
TC
TT
TT
TT
TT
TT
TC
CC
TT
TC
CC
CcC
TC
TT
TT
TC
T
T
TT
TC
TT
TC
TC
T
TT

AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
GG
AA
AG
AG
GG
AG
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA

4/10
4/10
4/4
4/4
4/4
4/4
4/10
4/3
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/10
4/4
10/10
4/4
4/3
10/10
4/4
4/4
4/10
4/4
NR
4/4
4/4
4/4
4/3
4/10
4/4
4/4
4/4
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220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251

P.A.B.
L.B.O.
J.A.P.C.
R.F.R.
M.F.C.

M.M.S.S.

E.S
A.CS.

G.B.M.N.
R.N.M.C.

B.A.
L.B.L.
E.S.F.
C.G.S.
0.C.
M.B.F.
M.F.S.
A.C.G.
A.B.
AR.G.
J.M.F.
M.A.G.
J.C.
LA.P.S.
M.G.

J.B.G.G.

J.G.S.
L.R.R.
O.L.
S.T.
H.S.S.J.
C.AS.

T
T
TT
T
TC
T
TC
TT
TC
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TC
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TC
T
TT
T
TT
T
TT
TC
TT

AA
AA
AA
AG
AG
AA
AG
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AG

4/4
4/4
4/4
4/3
4/3
4/4
4/4

4/10

4/10
4/4
4/4

4/10
4/4
4/4

4/10
4/3
4/4
4/4
4/4
4/3
4/4
4/3

4/10
4/4
4/3
4/4
4/4
4/3
4/4
4/4

4/10

4/10
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continuacao

252 W.D. T AA 4/3
253 A.C.S.M. NR NR NR
254 AZ. NR NR NR

NR, ndo realizado; TT, forma selvagem; TC, variante em heterozigose; CC, variante em
homozigose (polimorfismo T6235C do gene CYP1AT); AA, forma selvagem; AG, variante
em heterozigose; GG, variante em homozigose (polimorfismo A4889G do gene CYP1AT7);
4/4, forma selvagem; 4/10, variante em heterozigose; 10/10, variante em homozigose
(polimorfismo do gene NATT)
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Distribuicao dos controles de acordo com os polimorfismos T6235C e A4889G do gene
CYP1A1 e NAT1*10 do gene NATT1

CYP1A1 NAT1
Doador
T6235C A4889G NAT1*4 e *10

1D TT AA 4/10
2D TT AA 4/10
3D TT AA 4/10
4D TT AA 4/4
5D TT AA 4/4
6D TC AA 4/10
7D TT AA 4/4
8D TT AA 4/10
9D TT AA 4/3
10D TT AA 4/3
11D TC AA 10/10
12D TT AA 4/4
13D TT AA 4/4
14D TC AA 4/4
15D TC AA 4/4
16D TT AA 4/4
17D TC AA 4/4
18D TC AA 4/4
19D T AA 4/4
20D TT AA 4/3
21D TC AA 4/4
22D TT AA 4/4
23D TT AA 4/4
24D TT AA 4/3
25D TT AG 4/4
26D TC AA 4/4
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27D
28D
29D
30D
31D
32D
33D
34D
35D
36D
37D
38D
39D
40D
41D
42D
43D
44D
45D
46D
47D
48D
49D
50D
51D
52D
53D
54D
55D
56D
57D
58D

TT
TT
TC
TT
TT
TC
TT
CC
TT
TT
TT
TT
TC
TT
TT
TC
TC
TC
CcC
TT
TT
TT
TC
TT
TT
TC
TC
TT
CC
TC
TT
CC

AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AG
AA
GG
AG
AA
GG
AG
AA
GG

4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/3
4/4
4/3
4/4
4/4
4/4

4/10
4/4
4/4

10/10
4/4

10/10
4/3
4/3

3/10
4/3
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4

4/10
4/4
4/4
4/3
4/3
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59D
60D
61D
62D
63D
64D
65D
66D
67D
68D
69D
70D
71D
72D
73D
74D
75D
76D
77D
78D
79D
80D
81D
82D
83D
84D
85D
86D
87D
88D
89D
90D

T
T
TC
T
TC
T
TT
TT
CC
TT
TT
TT
TT
TC
CC
TT
TT
TC
TT
TT
TT
TT
TC
T
T
CC
TC
TT
T
TT
T
TT

AA
AG
AA
AA
AA
AG
AA
AG
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AG
AA
AG
AA
AG
AG
AA
AA
AA
AA
AA

4/4
4/4
4/4
4/4
4/4

4/10
4/4
4/4
4/4

3/10
4/4
4/4
4/4
4/4

10/10
4/4
4/4
4/4

4/10
4/4
4/4
4/4
4/4
4/3
4/3
4/3
4/4
4/4
4/3
4/3
4/3
4/3
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91D

92D

93D

94D

95D

96D

97D

98D

99D

100D
101D
102D
103D
104D
105D
106D
107D
108D
109D
110D
111D
112D
113D
114D
115D
116D
117D
118D
119D
120D
121D
122D

T
T
TT
T
TC
T
TT
TT
TT
TC
TT
TT
TT
TC
TT
TT
TC
TC
TC
TC
TT
TT
TT
TC
TC
TC
T
TT
TC
TC
T
TT

AG
AA
AA
AG
NR
AG
AA
AG
AA
AA
AA
AG
AG
AA
AA
AA
AG
AG
AG
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA

NR
4/4
4/4
4/4
NR

4/10

4/10

4/10
4/4

4/10
4/3
4/4

4/10
4/3
4/3
4/3
4/3
4/4
4/3
4/4
4/3
4/3
4/4

4/10
4/3
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4

4/10
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123D
124D
125D
126D
127D
128D
129D
130D
131D
132D
133D
134D
135D
136D
137D
138D
139D
140D
141D
142D
143D
144D
145D
146D
147D
148D
149D
150D
151D
152D
153D
154D

T
T
TT
T
TT
TC
TC
TT
TC
TC
TC
TT
TT
TT
TC
TT
TC
TT
TC
CC
TT
TC
TT
TC
T
TC
TC
TT
T
TT
T
TC

AA
AA
AA
AA
AG
AG
AA
AA
AG
AA
AA
AG
AA
AA
AG
AA
AG
AA
AG
GG
AA
AG
AG
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA

10/10
4/10
4/3
4/10
4/4
4/4
4/3
4/4
4/4
4/3
4/3
4/4
4/3
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/3
4/3
4/4
4/4
4/10
4/4
4/4
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155D
156D
157D
158D
159D
160D
161D
162D
163D
164D
165D
166D
167D
168D
169D
170D
171D
172D
173D
174D
175D
176D
177D
178D
179D
180D
181D
182D
183D
184D
185D
186D

TC
T
TC
T
TT
T
TC
TC
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TC
TC
TT
TT
TT
T
CC
TC
T
TC
T
TT
T
TC

AA
AA
AA
AA
AG
AA
AG
AA
AA
AA
GG
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AG
AA
AA
AA
AA
GG
AA
AA
AG
AG
AA
AA
AG

4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/3
4/4

4/10
10/10
4/10
4/4
4/4
4/4
4/10
4/10
4/10
4/4
10/10
10/10
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187D
188D
189D
190D
191D
192D
193D
194D
195D
196D
197D
198D
199D
200D
201D
202D
203D
204D
205D
206D
207D
208D
209D
210D
211D
212D
213D
214D
215D
216D
217D
218D

TC
TC
TT
T
TT
T
TC
TC
TC
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TC
TC
TT
TC
T
TC
T
TT
TC
TT
TC
CC

AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
GG
AA
AA
AA
AG
AG
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG

4/4
4/4
4/10
4/4
4/3
4/4
3/10
4/3
4/10
4/10
4/3
4/4
4/3
4/4
4/4
4/3
4/3
4/10
4/3
4/3
3/10
4/4
4/4
4/4
4/10
4/10
4/3
4/3
4/3
10/10
10/10
4/4
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219D
220D
221D
222D
223D
224D
225D
226D
227D
228D
229D
230D
231D
232D
233D
234D
235D
236D
237D
238D
239D
240D
241D
242D
243D
244D
245D
246D
247D
248D
249D
250D

T
T
TT
T
TC
T
TT
TT
TC
TT
TT
TT
CC
TC
TT
TC
TT
TT
TT
TC
TT
TC
TC
TC
T
TC
T
TT
T
TC
TC
TC

AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AG
AA
AG
AA
AG
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AG
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
GG
AG
AG

4/4
4/3
4/4
4/4

4/10
3/10
3/10

10/10
4/4
4/4
4/4
4/4
4/3

4/10
4/4
4/4

4/10

4/10
4/3
4/3

10/10
4/4
4/3
4/4
4/4
4/4
4/4
4/4
4/3
4/4
4/4
4/3
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251D T AA 4/4
252D T AA 4/3
253D TT AA 4/3
254D T AG 4/3
255D TT AA 4/3
256D T AA 4/3
257D NR NR NR

NR, néo realizado, TT auséncia do polimorfismo, TC polimorfismo em heterozigose, CC

polimorfismo em heterozigose
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