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RESUMO

Introducio: O cancer colorretal ¢ uma doenca multifatorial, influenciado por
fatores genéticos como polimorfismos genéticos e fatores ambientais como habitos
tabagista e etilista. Polimorfismos em genes de fase II, como os da familia das
Glutationa S Transferase envolvidos no metabolismo de eliminagdo de substancias
carcinogénicas podem contribuir com desenvolvimento do cancer colorretal esporadico.
Objetivos: Avaliar a associagdo de fatores de risco sbécio-demograficos, do
polimorfismo GSTPI Ilel05Val e dos genotipos nulos GSTTI e GSTMI com o
desenvolvimento do cancer colorretal esporddico (CCRE); investigar a interacdo entre
esses polimorfismos e os hébitos tabagista e etilista; verificar a associacdo entre os
polimorfismos e os parametros clinicos e histopatologicos do CCRE; avaliar a
influéncia dos polimorfismos na sobrevida dos pacientes com CCRE. Métodos: Um
estudo caso-controle foi realizado incluindo 970 individuos da populacao brasileira (232
pacientes com CCRE e 738 individuos controles). As técnicas de PCR Multiplex e
PCR-RFLP foram realizadas para genotipagem dos polimorfismos. Os testes Qui-
Quadrado e Regressao Logistica Multipla foram utilizados para as analises estatisticas.
A sobrevida foi analisada pela Curva de Kaplan Meier e teste Log Rank. Resultados:
Idade igual ou superior a 62 anos (OR=8,79; 1C95%=5,90-13,09, p<0,01) e género
feminino (OR=2,91; IC95%=1,74-4,37, p<0,01) foram associados com risco aumentado
para o CCRE. A andlise dos polimorfismos revelou associacdo entre o polimorfismo
GSTM1 e risco para desenvolvimento de CCRE (OR=1,45; 1C95%=1,06-2,00; p=0,02)
e entre o polimorfismo GST7T/ e o risco reduzido para a doenca (OR=0,65;
1C95%=0,43-0,98; p=0,04). Foi evidenciada uma interagdo significante entre a

presenca do alelo selvagem do polimorfismo GSTPI Ile105Val e o habito tabagista no
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risco para CCRE (OR=2,33; 1C95%=1,34-4,05; p=0,05). Houve associacdo entre o
genotipo nulo do GSTM1 e a presenga de tumores avangados (OR=2,33; IC95%=1,23-
4,41; p=0,009) e aumento de risco de CCRE na presen¢a da dupla combinacdo dos
geno6tipos GSTTI ndo nulo/ GSTM1 nulo (OR=1,50; IC95%=1,03-2,19; p=0,03) e tripla
combinacdo GSTTI nao nulo / GSTMI nulo / GSTPI1 Val* (OR=1,85; 1C95%=1,01-
3,36; p=0,04). Os gendtipos combinados GSTT! nao nulo / GSTM1 nulo (OR=2,40;
1C95%=1,19-4,85; p=0,01) e GSTTI nao nulo / GSTMI nulo / GSTPI Val* (OR=2,92;
1C95%=1,05-8,12; p=0,04) foram associados a progressdo tumoral. Os polimorfismos
ndo foram associados com a sobrevida dos pacientes com CCRE. Conclusdo: Os
resultados do presente estudo demonstram que individuos com idade igual ou superior a
62 anos e do género feminino sdo mais suscetiveis ao CCRE. Os polimorfismos de
genodtipos nulos GSTTI e GSTMI modulam a suscetibilidade para o CCRE na

populagdo estudada.

Palavras Chave: Polimorfismos genéticos, Neoplasias Colorretais,

Xenobioticos, Glutationa S Transferase.
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ABSTRACT

Introduction: Colorectal cancer is a multifactorial disease, influenced by
genetic factors such as genetic polymorphisms and environmental factors such as
smoking and drinking habits. Polymorphisms in Phase II genes such as those in the
Glutathione S transferase family involved in the metabolism of elimination of
carcinogenic substances may contribute to the development of sporadic colorectal
cancer. Objectives: To evaluate the association of risk of sociodemographic factors,
GSTPI1 T1lel05Val polymorphism, and GST7! and GSTMI null genotypes with
development of sporadic colorectal cancer (SCRC); to investigate the interaction among
these polymorphisms with tobacco and alcohol consumption; to verify the association
among these polymorphisms and clinical and histopathological parameters of SCRC
and to evaluate the influence of the polymorphisms on overall survival time of SCRC
patients. Material and Method: A case-control study was conducted including 970
individuals from Brazilian population (232 patients with SCRC and 738 controls). PCR
Multiplex and PCR-RFLP techniques were performed for genotyping of the
polymorphisms. Results: Age equal or over 62 years (OR = 8.79; (95% CI = 5.90-
13.09, p <0.01) and female gender (OR = 2.91, 95% CI = 1.74-4.37, p <0.01) were
associated with increased risk for SCRC. The analysis of the polymorphisms revealed
association between the GSTM 1 polymorphisms and risk for SCRC (OR = 1.45; 95% CI
= 1.06-2.00; p=0.02), and between GSTT! and reduced risk for the disease (OR = 0.65;
95% CI =0.43-0.98; p=0.04). An interaction between the presence of the wild-type
allele of GSTPI lle105Val polymorphism and the tobacco consumption on risk for
SCRC (OR = 2.33; 95% CI = 1.34-4.05; p=0.05) was observed. There was an

association between the GSTMI null genotype and the presence of advanced tumors
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(OR = 2.33, 95% CI = 1.23-4.41, p = 0.009), and increased risk of SCRC in the
presence of combination of non-null GSTT1 / null GSTM1 genotypes (OR = 1.50; 95%
CI=1.03-2.19; p = 0.03) and non-null GSTT! / GSTM1 null / GSTPI Val * (OR = 1.85;
95% CI = 1.01-3.36, p = 0.04). Combined genotypes non-null GSTT! / null GSTM1
(OR =2.40, 95% CI =1.19-4.85, p = 0.01) and non-null GSTT! / null GSTM1 / GSTP1
Val * (OR = 2.92; 95% CI = 1.05-8.12, p = 0.04) were associated with tumor
progression. Polymorphisms were not associated with the survival of patients with
SCRC. Conclusion: The results of the present study demonstrate that individuals aged
62 years or older and the female gender are more susceptible to SCRC. Polymorphisms
of null genotypes GSTT! and GSTMI modulate the susceptibility to SCRC in the
population studied.

Keywords: Genetic polymorphisms, Colorretal Neoplasms, Xenobiotics,

Glutathione S Transferase.
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1. INTRODUCAO

O cancer colorretal ¢ um tipo de cancer que se desenvolve nas paredes internas
do célon e reto. E o terceiro mais frequente no mundo e o quinto tipo de cincer mais
frequente no Brasil.' O Instituto Nacional do Céancer estimou para o ano de 2018,
17.380 novos casos para género masculino e 18.980 novos casos para género feminino.

As formas mais comuns de cancer colorretal sdo a hereditaria e a esporadica.
Estima-se que até 20% dos casos sejam hereditarios, destes, 5% de todas as neoplasias
colorretais equivalem a forma ndo polipoide e 1% polipose adenomatosa familiar
(FAP), como exemplo a Sindrome de Lynch, cujo os genes MSH,, MLH,;, MSH6,
PMS, e EPCAM s3o os principais genes causadores da doenga autossOmica
dominante.®’ J4 a forma esporadica corresponde a 80% dos casos. ™

O cancer colorretal esporadico (CCRE) tem como via precursora a sequéncia
adenoma-carcinoma, onde os polipos, que sdo lesdes benignas se desenvolvem na

parede do colon e reto, apresentam tamanhos variados, € podem se transformar em uma

displasia, desencadeando o desenvolvimento do cancer (Figura 1).%%7

Figura 1: Representacdo dos tamanhos de polipos e suas fases até o inicio do

cancer. Modificado de https://sintomasdocancer.com/cancer-de-colon.®
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Por ser uma doenga multifatorial o CCRE ¢ influenciado por fatores genéticos,
como mutagdes em genes que participam de vias responsaveis por regular o crescimento

1
celular, como genes supressores de tumor e proto-oncogenes”’ "

, polimorfismos
genéticos, idade, género e fatores ambientais como estilo de vida e habitos
alimentares."" Esses fatores genéticos podem influenciar no efeito desencadeado pelo
meio ambiente na predisposicdo a doenga. Com isso, ¢ possivel observar que a
incidéncia de CCRE aumenta de forma diferente entre as populagdes.'*'?

Entre os principais fatores de risco, a idade avangada, ou seja, acima de 60 anos,
¢ um fator ja estabelecido para o CCRE.*'*' Isso se deve ao processo de
envelhecimento celular que aumenta as chances de danos celulares que desencadeiam o

(2,14,15)

cancer. Pesquisas mostram que o consumo elevado de carne e gordura animal

podem promover a carcinogénese de colon e reto, e os habitos sedentarios de vida e a
. ~ . (11,16)
obesidade estdo associados ao CCRE.

Outros dois importantes fatores de risco para o CCRE sdo os hébitos tabagista e
etilista. O tabaco apresenta diversas substancias carcinogénicas como 0S
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), nitrosaminas, entre outros. Além disso,
sua metabolizagdo pode gerar substancias reativas como os nitratos biotranformados da
nicotina. Juntamente com o acetaldeido proveniente da metabolizagdo do alcool, essas
substancias reativas dificultam ou inviabilizam a detoxificagdo dos compostos

A ~ (14,17,18)
carcinogénicos, aumentando a agressao ao DNA.

O tabaco contém cerca de 60 substancias cancerigenas e ¢ o principal fator de
risco evitavel de adoecimento e morte no mundo. Nao ha limite seguro para o uso do

tabaco.”” Entre as substancias do tabaco, 1% sdo carcinogénicas, sendo elas os HAP,

aminas aromaticas e nitrosaminas. Estas estdo relacionadas com a nicotina que participa
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da carcinogénese por atuar como intermediaria de macromoléculas pela sua nitrosagao,
produzindo como resultado as nitrosaminas."'” Além disso, estudos evidenciaram que
a nicotina aumenta a angiogénese favorecendo a proliferagdo das células cancerosas. >

Estima-se que o consumo excessivo do alcool aumenta a chance de desenvolver
CCRE em 60% “", pois o 4lcool é metabolizado em acetaldeido no célon por meio das
enzimas alcool desidrogenase (ADH), citocromo P450 2E1 (CYP2E1), enzima de fase
I, ou catalase bacteriana, e em seguida ¢ convertido em acido acético. O acetaldeido ¢
uma substancia toxica para o organismo, que implica na diminuicdo da absor¢do dos
nutrientes pelo intestino e na degradacao do folato, necessario para a sintese e reparo de
DNA.%? A ingestdo de alcool é associada & formagio dos pélipos no intestino devido ao
efeito permeabilizante do alcool, que atua como um solvente aumentando a capacidade
de penetracdo das substincias xenobidticas nas células, as quais se ligam aos
constituintes celulares formando adutos estaveis.”>****® O alcool afeta de forma
diferente as porg¢des do intestino grosso, sendo a por¢ao do reto a de maior incidéncia de
cancer entre os que possuem o habito etilista.*”

Os compostos quimicos carcinogénicos do tabaco e dalcool incorporados no
organismo sdo biotransformados para serem inativados e eliminados por meio do
metabolismo dos xenobidticos (Figura 2). Este processo ocorre principalmente nos
hepatdcitos do figado, responsaveis por detoxificar os componentes do tabaco e do
alcool, que em sua maioria sdo xenobioticos lipofilicos, propriedade esta que facilita seu
transporte pelas lipoproteinas na corrente sanguinea e sua penetragdo através das
membranas. Eles sdo metabolizados em compostos hidrofilicos, que sdo intermedidrios

reativos eletroliticos, por meio de reacdo de oxidagdo na fase I, onde um grupo polar ¢

adicionado ao composto original. Esse primeiro metabdlito podera ser eliminado ou
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participar das reacdes de fase I, no qual serd adicionada uma molécula de Glutationa
reduzida (GSH), que resultardo em produtos de conjugagdo com substratos endogenos
que sao mais soluveis em dgua e mais facilmente excretados do que o composto
original.(27’28) A excregdo de metabdlitos para o controle homeostatico ¢ detoxificacdo
de xenobidticos lipofilicos ocorre na Fase IIL“Y As enzimas de Fase III sfo
transportadores de membrana ativos, responsaveis pelo fluxo de compostos através das
membranas celulares.*”

O metabolismo de substancias provenientes do cigarro e do alcool por meio da
CYP2ELI de fase I ¢ um grande produtor de espécies reativas de oxigénio (EROs), que
podem potencializar a carcinogénese colorretal por meio de suas interagdes com varios
processos celulares e bioquimicos.®” Para auxiliar no processo de minimizagio e
eliminacdo dos efeitos carcinogénicos, a superfamilia das Glutationas S Transferases

citosolicas (GSTs) sdo acionadas na fase II (Figura 2). (132)
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Figura 2: Esquema representativo do metabolismo de xenobidticos e suas principais
enzimas — CYPs: Citocromos P450; mEH: Epodxide hidrolase microssomal; NATs: N-
acetiltransferases; GSTs: Glutationa-S-Transferases; UGTs: UDP-

Glucoroniltransferases; SLTs: Sulfotransferases: “MDRs: Multiple Drug Resistences”.
(€29

Russo A, 2011, com modificagdes.

Sdo muitos os genes que codificam enzimas responsaveis pela metabolizacao
dos xenobiodticos. Alguns dos principais genes atuantes na fase Il sdo GSTs, como o mi
(GSTM1), o theta (GSTTI) e o pi (GSTP1). Suas enzimas sdo responsaveis por catalisar
a reagdo de conjugagdo entre a glutationa e os compostos quimicos endogenos e
exogenos.?’?? Altas concentragdes de GSTs aumentam as chances de detoxificagio das
espécies reativas presentes no organismo. Entretanto, essa caracteristica ¢ reduzida na
presenga de dele¢do ou polimorfismo nesses genes. A expressao dos genotipos nulos de
GSTTI e GSTM1 causam a perda completa da atividade enzimatica e a substituicao de

nucleotideos no caso do GSTPI altera a sequéncia de aminodcidos da proteina,
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reduzindo sua atividade enzimatica levando a uma predisposi¢do aos efeitos toéxicos dos
xenobioticos.®®

O polimorfismo de gendtipo nulo que ocorrem nos genes GSTT1 e GSTM1, os
quais estdo localizados nas regides 22ql11.2 e 1pl3.3, respectivamente.®*>*® O
polimorfismo no gene GSTPI/ ¢ uma das GSTs mais expressas no organismo e esta
localizado na posi¢do 11q13, onde ocorre a troca da base nitrogenada Adenina para
Guanina na posi¢ao 313 do gene (A313G), resultando na substituicdo do aminoacido
Isoleucina por Valina na posi¢do 105 da proteina (Ile105Val) (rs1695).C7

Alguns estudos sugerem que polimorfismos em GSTs, ¢ um fator de risco para o
desenvolvimento de vérios tipos de canceres.®®***4142 polimorfismos nos genes
GSTTI, GSTM1 e GSTPI tem grande importancia na detoxificacdo e eliminagdo de
substancias carcinogénicas e estdo intimamente associados com os habitos de vida
tabagista e etilista no risco para o desenvolvimento do CCRE.**** Assim, estudos

sobre a presenca dos polimorfismos, habitos de vida e dados clinicos e histopatologicos

sdo importantes na identificagdo de biomarcadores de suscetibilidade para o CCRE.

2. OBJETIVOS

- Comparar os dados sdécio-demograficos entre pacientes com cancer colorretal
esporadico e controles.

- Avaliar a associagdo do polimorfismo GSTP! Ile105Val e dos polimorfismos
de gendtipo nulo GSTTI e GSTMI com o desenvolvimento do cancer colorretal

esporadico.
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- Avaliar a associagdo dos gendtipos combinados GSTT1/ GSTMI e GSTTI/
GSTM1/ GSTPI com o desenvolvimento do cancer colorretal esporadico e parametros
clinico-histopatologicos.

- Avaliar a interagdo entre esses polimorfismos com os habitos tabagista e
etilista no risco para esta doenca.

- Avaliar a associacdo entre os polimorfismos e os parametros clinico-
histopatologicos do cancer colorretal esporadico.

- Avaliar a influéncia dos polimorfismos na sobrevida de pacientes com cancer

colorretal esporadico.



MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

a. Casuistica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica (CEP) da Faculdade de Medicina de
Sao José do Rio Preto — FAMERP (Parecer n° 012/2012) (Anexo 1). Todos os 970
individuos que aceitaram participar da pesquisa assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido (Anexo 2). Os participantes responderam um questionario sobre as
variaveis género, idade, etnia, profissdo, tabagismo, etilismo e historico pessoal e
familial de cancer (Anexo 3).

O grupo caso ¢ formado por 232 individuos (112 homens e 120 mulheres),
pacientes do Departamento de Coloproctologia do Hospital de Base de Sao José do Rio
Preto, os quais receberam o diagnostico clinico eou histopatologico de CCRE entre
2010 e 2016. O critério de exclusdao foi tratamento prévio com quimioterapia e/ou
radioterapia. O grupo controle inclui 738 individuos (370 homens e 368 mulheres),
doadores de sangue do Hemocentro de Sao José do Rio Preto, onde ¢ realizado teste
para 20 doengas de acordo com a portaria do Ministério da Satde
(http://www.hemonline.com.br/portarias/rdG53/indexframe.htm). O critério de exclusdo
para os controles foi historia pessoal e familial de cancer em pelo menos trés geragdes
anteriores.

Foram considerados tabagistas aqueles individuos que fumaram pelo menos 100
cigarros durante toda a vida e etilistas aqueles que consomem mais de quatro doses por
semana (uma dose corresponde: licor - 30mL; copo de vinho - 102mL, contendo 12%

de alcool; ou lata de cerveja - 34OmL).(20’45)
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O CCRE foi classificado de acordo com o TNM, que considera extensao do
tumor (T), linfonodos afetados(N) e presenca de metéstase(M).(%) Foram considerados
tumores avancados qualquer T, sem comprometimento de linfonodos e sem presenca de
metastase e tumores nao avangados qualquer T e N com a presenga de metastase.

b. Genotipagem

O DNA genémico foi isolado do sangue periférico por meio da técnica de
extragdo salina.” Para analise do polimorfismo do gene GSTPI Ile105Val foi realizada
a técnica de Reacdo em cadeia da polimerase - Polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restrigio (PCR-RFLP).“*** A genotipagem dos polimorfismos de
gendtipo nulo dos genes GSTT1 e GSTM1 foi realizada por meio da técnica de PCR
multiplex, utilizando o gene CYPIAI como controle da reacio.®” As sequéncias de
iniciadores utilizados para a amplificagdo da regido que apresenta estes polimorfismos e
a enzima utilizada para identificar o sitios polimérfico do gene GSTPI estdo

apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1: Sequéncia de iniciadores e método para analise molecular dos

polimorfismos GSTPI lle105Val, GSTTI e GSTM1.

Polimorfismos Sequéncias de primers Método
) , PCR-RFLP.
GSTPI1 Sense 5’-ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA-3 Enzima de
Ile105Val Anti-sense: 5°-TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT-¥ L
restricao: Bsmal
GSTTI Sense: 5° -TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC-3 PCR multiplex

Anti-sense: 5°-TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA -3’

Sense: 5’- GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C-3° .
GSTMI i sense: 5°- GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G-3» T CR multiplex

As concentragdes dos reagentes utilizados nas reagdes de PCR para os

polimorfismos estudados estdo apresentadas no Quadro 2.
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Quadro 2: Concentragdo dos reagentes utilizados na PCR para analise molecular dos

polimorfismos GSTPI lle105Val, GSTTI e GSTM1.

Reagente da reacdo de PCR GSTPI lle105Val GSTT1/GSTM1
Tampao (NH*?)SO* 1x Kel 1x
dntPs/base nitrogenada 0,8mM/0,2mM 0,8mM/0,2mM
Iniciadores 0,2 mol/uL 0,4 mols/uL
MgCl 2,5mM 1,5 mM
Taqg DNA Polimerase 1,5 U/uL 1,5 U/uL
DNA 100 ng 100 ng

Os parametros de ciclagem de temperatura para a reacdo de PCR para os
polimorfismos GSTPI 1le105Val, GSTTI e GSTM1 estao apresentados no Quadro 3. As

reacdes foram realizadas no termociclador (MasterCicler Gradient Eppendorf®) .

Quadro 3: ParAmetros de ciclagem das reagdes de PCR para analise dos polimorfismos

no gene GSTPI lle105Val, GSTTI e GSTM1.

Etapas GSTPI 1le105Val GSTT1/GSTM1
Desnaturacao (Temperatura/Tempo) 94°C por 30s 94°C/1 min
Anelamento (Temperatura/Tempo)  62°C por 30s 59°C/1 min
Extensao (Temperatura/Tempo) 72°C por 30s 72 °C/ 1 min

Os produtos da PCR foram realizados em gel de agarose 2%. Os padroes de

bandas estdo apresentados nas Figuras 3 ¢ 4.
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— 91 pb
—>85pb

Figura 3: Gel de agarose 2%, corado com gel red mostrando os padrdes de migracao
eletroforética dos produtos de digestdo enzimatica para analise do polimorfismo do gene
GSTPI. Coluna 1: gendtipo homozigoto selvagem (AA) apresentando apenas uma
banda de 176pb; Colunas 2: gendtipo heterozigoto (AG) apresentando as bandas de
176pb — 91pb — 85 pb; Coluna 3: gendtipo homozigoto polimorfico (GG) apresentando
as bandas de 91pb — 85pb.

— GSTT1 480 pb
— CYP1A1 312 pb
— GSTM1 215 pb

Figura 4: Gel de agarose 2%, corado com gel red demonstrando apenas os produtos da
PCR multiplex para analise dos polimorfismos dos genes GSTT1 ¢ GSTM1. Em todas as
colunas estdo presentes a banda de 312bp que representa o gene CYPYIAI, utilizado
como controle positivo da reacdo. Coluna P: marcador de peso padrao 100 pb. Coluna
1: apresenta uma banda de 480pb demonstrando a presenga do alelo de GSTTI. Coluna
2: ndo apresenta as bandas de 480pb e 215pb demonstrando a delecdo do alelo de
GSTTI e do GSTM1. Coluna 3: apresenta as bandas de 480pb e 219pb demonstrando a
presenca do alelo de GSTT1 e GSTM1.
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c. Analises estatisticas

Os dados demograficos foram tabulados por porcentagem. O equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) foi avaliado pelo teste Qui-quadrado por meio do Programa
BioEstat versdao 5.0. O modelo de regressao logistica binaria, por meio do programa
Minitab/ Windows - Versao 12.22, foi utilizado para avaliar a associacdo da idade,
género, habitos tabagista e etilista com CCRE, e também para avaliar a associacdo dos
polimorfismos com o CCRE e com os pardmetros clinico-histopatologicos. A regressao
logistica multipla bindria, ajustada para idade, género e habitos tabagista e etilista,
também foi utilizada para avaliar a associagdo entre os modelos genéticos dos
polimorfismos e o desenvolvimento do CCRE por meio do programa SNPStats
(disponivel em: <http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats web>). O efeito dos
polimorfismos foi avaliado nos modelos (1) codominante (heterozigoto versus
homozigoto selvagem e homozigoto polimdrfico versus homozigoto selvagem); (2)
dominante (heterozigoto + homozigoto polimorfico versus homozigoto selvagem); (3)
recessivo (homozigoto polimorfico versus homozigoto selvagem + heterozigoto) e (4)
overdominante (heterozigoto versus homozigoto selvagem + homozigoto polimorfico)
(5) aditivo (homozigoto polimorfico com peso 2 + heterozigoto versus homozigoto
selvagem). O programa SNPStats no modelo genotipico dominante foi usado para
avaliar o potencial de interagdo dos polimorfismos e habito tabagista, ajustado para
idade, género e etilismo, bem como para avaliar a interagdo do polimorfismo e habito
etilista, ajustado para idade, género e tabagismo, no risco do CCRE.

As andlises incluiram: idade (referéncia: <mediana do grupo caso), género
(referéncia: masculino), habito tabagista (referéncia: ndo fumantes) e habito etilista

(referéncia: nao etilistas).



Materiais e Métodos 15

O efeito dos polimorfismos no tempo de sobrevida dos pacientes com CCRE foi
analisado por meio da Curva de Kaplan Meier e teste Log Rank utilizando o programa
estatistico StatsDirect v. 2.7.2. Os resultados foram apresentados em Odds Ratio (OR)
e intervalo de confianga de 95% (IC — 95%). O nivel de significancia foi estabelecido

em 5% (p <0,05).



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

Os resultados do presente estudo estdo apresentados também na forma de artigo
cientifico (Anexo 4), o qual serd encaminhado a revista cientifica World Journal of
Gastroenterology classificada como A2 atualmente pelo Qualis periddicos da CAPES.

A Tabela 1 apresenta os dados demograficos de pacientes com cancer colorretal
e individuos controles. Idade igual ou acima de 62 anos (OR=8,79; 1C95%=5,90-13,09;
p<0,01) e género feminino (OR=2,91; I1C95%=1,74-4,37; p<0,01) foram associados ao
risco para CCRE.

As frequéncias genotipicas apresentaram-se em equilibrio de HWE em ambos os
grupos para o polimorfismo GSTPI llel05Val (caso: p=1,0; controle: p=0.29). Os
resultados da associag¢do entre os trés polimorfismos e o CCRE estdo apresentados na
Tabela 2. Portadores do genétipo GSTM1 nulo apresentaram maior risco de desenvolver
a doenga (OR=1,45; 1C95%=1,06-2,00; p=0,02). Por outro lado, o polimorfismo GSTTI
apresentou associacdo com risco reduzido para o CCRE (OR=0,65; 1C95%=0,43-0,98;
p=0,04).

No presente estudo, foi evidenciada uma interacao significante entre a presenca
do alelo selvagem do polimorfismo GSTP! Ile105Val e o hébito tabagista no risco para
CCRE (OR=2,33; 1C95%=1,34-4,05; p=0,05). Entretanto, ndo houve interagcdo entre os
outros polimorfismos e os habitos tabagista ou etilista no risco para a doenga (Tabela 3).

Em relagdo aos parametros clinico-histopatoldgicos das amostras de CCRE
incluidas neste estudo, o reto foi o sitio primario mais frequente (60%), além de tumores
mais avancgados (69,65%). As Tabelas 4 e 5 apresentam os resultados das andlises de
associagdo dos polimorfismos com esses pardmetros. E possivel observar que houve

uma associagdo entre o genotipo nulo do GSTMI e a presenca de tumores mais
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avancados (OR=2,33; 1C95%=1,23-4,41; p=0,009). Os outros polimorfismos ndo foram
associados com os parametros clinico-histopatoldgicos do CCRE.

Os resultados da andlise dos genotipos combinados GSTMI/GSTTI e
GSTM1/GSTTI1/GSTPI lle105Val no risco para CCRE, progressao tumoral e associacdao
com o sitio primario estdo apresentados nas Tabelas 6, 7 ¢ 8. Foi observado um
aumento do risco para CCRE na presenga da combinagdo dos genotipos GSTTI nao
nulo/ GSTM1 nulo (OR=1,50; IC95%=1,03-2,19; p=0,03) e para a combinagdo GSTT!
nao nulo / GSTMI nulo / GSTPI Val* (*com a presenca de pelo menos um alelo
polimorfico) (OR=1,85; 1C95%=1,01-3,36; p=0,04). Os gendtipos combinados GSTT]
nao nulo / GSTMI nulo (OR=2,40; 1C95%=1,19-4,85; p=0,01) e GSTTI nao nulo /
GSTM1I nulo / GSTPI Val* (OR=2,92; 1C95%=1,05-8,12; p=0,04) foram associados a
progressao tumoral.

A andlise pela Curva Kaplan-Meier mostrou que o tempo de sobrevida de
portadores dos alelos polimoérficos GSTP! 1le105Val e dos gen6tipos nulos de GSTM1 e
de GSTTI nao foi significativamente diferente do tempo de sobrevida dos ndo

portadores desses polimorfismos (Tabela 9; Figura 5).
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Tabela 1: Dados socio-demograficos dos pacientes com cancer colorretal e individuos

controles.

Caso Controle
Variaveis (n=232) (n=738) OR" IC 95% Valor de p

n (%) n (%)

Género

Masculino 112 (48) 370 (50) 1,00

Feminino 120 (52) 368 (50) 291 1,94-437 <0,01""

Idade (Mediana)

<62 112 (49) 621 (84) 1,00

>62 120 (51) 117 (16) 8,79  5,90-13,09 <0,01""

Habito Tabagista

Nao 130 (56) 465 (63) 1,00

Sim 102 (44) 273 (37) 1,45 0,98-2,14 0,06

Habito Etilista

Nao 132 (57) 395 (54) 1,00

Sim 100 (43) 343 (46) 1,28 0,85-1,91 0,24

+0dds Ratio (OR) ajustado para idade, género ¢ habitos etilista e tabagista e polimorfismos.

++Valor de p significante.
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Tabela 2: Associacdo dos polimorfismos nos genes

colorretal esporadico.

GSTP1, GSTTI ¢ GSTMI com o cancer

Polimorfismos Genotipos le(l:/t)l;Ole Sg,j:) OR" (IC95%) Valor de p
GSTPI 1le105Val
Codominante A/A 227 (43,7) 107 (46,1) 1,00
A/G 224 (43,2) 102 (44) 1,06 (0,73-1,54) 0,82
G/G 68 (13,1) 23 (9,9) 0,88 (0,48-1,59)
Dominante A/A 227 (43,7) 107 (46,1) 1,00
A/G-G/G  292(56,3)  125(53,9)  1,02(0,71-1,45) 0,92
Recessivo A/A-A/G  451(86,9) 209 (90,1) 1,00
G/G 68 (13,1) 23 (9,9) 0,85 (0,48-1,50) 0,58
Overdominante A/A-G/G 295 (56,8) 130 (56) 1,00
A/G 224 (43,2) 102 (44) 1,09 (0,76-1,55) 0,65
Aditivo 0,97 (0,75-1,27) 0,85
GSTTI
++ 573 (77,6) 192 (82.8) 1,00
0/0 165(22,4)  40(172) 0,65 (0,43-0,98) 0,04
GSTM1
++ 385(52,2) 100 (43,1) 1,00
0/0 353 (47,8)  132(56,9) 1,45 (1,06-2,00) 0,02

+0dds Ratio (OR) ajustado para idade, género e habitos etilista e tabagista.

++Valor de p significante.
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Tabela 3: Interacdo entre os polimorfismos dos genes GSTP1, GSTT1 e GSTM1 e habitos tabagista ou etilista no risco para CCRE.

Habito Tabagista Habito Etilista
Nao Fumante Fumante
Naio Etilista Etilista
p de interacio p de interacio

Caso Controle  OR"(95% CI)  Caso Controle OR" (IC95%) Caso Controle OR"(95% CI) Caso Controle OR" (IC95%)
GSTPI
AJA 50 136 1,00 57 91 2,33 (1,34-4,05) 0,05 59 116 1,00 48 111 1,31 (0,74-2,31) 0,58
A/G-G/G 80 177 1,40 (0,87-2,27) 45 115 1,59 (0,91-2,77) 73 147 1,12 (0,69-1,81) 52 145 1,19 (0,70-2,04)
GSTTI
+/+ 110 362 1,00 82 211 1,42 (0,98-2,08) 0,64 108 300 1,00 84 273 0,76 (0,52-1,12) 0,82
0/0 20 103 0,60 (0,34-1,04) 20 62 1,03 (0,57-1,88) 24 95 0,63 (0,37-1,07) 16 70 0,53 (0,28-1,01)
GSTM1
+/+ 52 231 1,00 48 154 1,40 (0,86-2,28) 0,7 56 206 1,00 44 179 0,76 (0,46-1,26) 0,88
0/0 78 234 1,38 (0,90-2,10) 54 119 2,19 (1,34-3,57) 76 189 1,42 (0,93-2,18) 56 164 1,14 (0,72-1,82)

+0dds Ratio (OR) ajustado para idade, género e habitos etilista e tabagista.

++Valor de p significante.
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Tabela 4: Distribuicdo dos parametros clinico-histopatologicos em relagdao aos polimorfismos nos genes GSTP1, GSTTI e GSTM1 em pacientes

com cancer colorretal esporadico.

Progressao tumoral (TNM) (n=201)

Modelos Genétipos  Tumores nio avancados  Tumores avancados  OR” (IC95%)  Valor de p
(%) (%)
61 (30,35) 140 (69,65)
GSTPI lle105Val
Codominante A/A 31(51,7) 62 (44,9) 1,00 0,65
A/G 23 (38,3) 65 (47,1) 1,37 (0,70-2,66)
G/G 6 (10) 11(8) 1,14 (0,37-3,50)
Dominante A/A 31 (51,7) 62 (44.9) 1,00 0,38
A/G-G/G 29 (48,3) 76 (55,1) 1,32 (0,71-2,48)
Recessivo A/A-A/G 54 (90) 127 (92) 1,00 1,0
G/G 6 (10) 11 (8) 1,00 (0,34-2,95)
Overdominante  A/A-G/G 37 (61,7) 73 (52,9) 1,00 0,37
A/G 23 (38,3) 65 (47,1) 1,34 (0,70-2,56)
Aditivo 1,18 (0,73-1,92) 0,5
GSTTI
+H+ 47 (78.,3) 118 (85,5) 1,00
0/0 13 (21,7) 20 (14,5) 0,57 (0,26-1,27) 0,17
GSTM1
+H+ 34 (56,7) 53 (38,4) 1,00
0/0 26 (43,3) 85 (61,6) 2,33 (1,23-4,41) 0,009

+0dds Ratio (OR) ajustado para idade, gé€nero e habitos etilista e tabagista.

++Valores de p significantes.
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Tabela S: Distribuig¢do dos sitios primarios do cancer colorretal esporadico em relacao

aos polimorfismos nos genes GSTP1, GSTTI e GSTM1.

Modelo Genotipo  Colon Reto OR" (IC95%) Valor de p
GSTPI 1le105Val
Codominante  A/A 42 (46,1) 65 (46,1) 1,00 0,80
A/G 38 (41,8) 64 (45,4) 0,96 (0,54-1,72)
G/G 11(12,1) 12(8,5) 0,73 (0,29-1,85)
Dominante A/A 42 (46,1) 65 (46,1) 1,00 0,74
A/G-G/G 49 (53,9) 76(53,9) 0,91 (0,53-1,57)
Recessivo A/A-A/G 80 (87,9) 129 (91,5) 1,00 0,52
G/G 11(12,1) 12(8,5) 0,74 (0,31-1,81)
Overdominante A/A-G/G 53 (58,2) 77 (54,6) 1,00 0,95
A/G 38 (41,8) 64 (45,4) 1,02(0,59-1,77)
Aditivo -- -—- -- 0,89 (0,59-1,34) 0,59
GSTTI
B +/+ 78 (85,7) 114 (80,8) 1,00 03
0/0 13 (14,3) 27 (19,1) 1,47 (0,71-3,06) ’
GSTM1
- +/+ 45 (49,5) 55(39) 1,00 0,14
0/0 46 (50,5) 86(61) 1,49 (0,87-2,57)

+0dds Ratio (OR) ajustado para idade, género e habitos etilista e tabagista.
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Tabela 6: Associacao dos gendtipos combinados GSTT1/ GSTM1 e GSTTI / GSTM /

GSTPI lle105Val com o cancer colorretal esporadico.

Combinacio dupla de genotipos (n(:;sgos) %(::%(;l)e OR" 1C95% ‘;il;r
GSTTI GTM]1
() () 68 303 1
() (-) 97 270 1,50 (1,03-2,19) 0,03
) () 19 82 1,00  (0,55-1,84) 0,99
) ) 14 83 0,61 (0,32-1,19) 0,15
Combinacio tripla de genétipos (nC=als908) %(;:?;;l)e OR" 1C95% ‘;11(1):
GSTPI
GSTTI  GSTMI | "oov
() ) Ie/Ile 32 96 1
() ) Val* 36 126 1,13 0,61-2,10) 0,69
) (+) Ie/Ile 10 22 1,45 (0,56-3,77) 0,45
) () Val* 9 34 0,90  (0,36-2,25) 0,82
() (-) Ie/Ile 42 86 1,52 (0,81-2,83) 0,19
(+) (-) Val* 55 98 1,85 (1,01-3,36) 0,04
-) -) Ie/Ile 9 23 1,27  (0,48-3,40) 0,63
- ) Val* 5 34 1,27 (0,11-1,08) 0,07

*le/Val ou Val /Ile

+Q0dds Ratio (OR) ajustado para idade, género e habitos etilista e tabagista.

++Valor de p significante.
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Tabela 7: Associacdo dos gendtipos combinados GSTT1/ GSTM e GSTTI / GSTM /
GSTPI lle105Val com a progressao tumoral.

Progressao tumoral (TNM) (n=198)

Tumores nao Tumores

Comblnag:’a (.) dupla de avancados  avancados OR" 1C95% Valor
genotipos (n=60) (n=138) dep
GSTTI GTMI
() () 26 42 1
() (-) 21 76 2,40 (1,19-4,85) 0,01™
) (H) 8 11 0,74  (0,26-2,15) 0,58
) ) 5 9 1,20 (0,35-4,10) 0,77
. ~ . Tumores nao Tumores
Combinagio tripla de avancados  avancados OR"  IC95% Valor
genotipos (n=60) (n=138) dep
GSTTI GSTMI  GSTPI
Tle105Val
(+) (+) Ile/Ile 12 20 1
(+) (+) Val* 14 22 0,93 (0,34-2,56) 0,88
(-) (+) Ile/lle 5 5 0,50 (0,12-2,18) 0,36
) ) Val* 3 6 1,07 (0,21-5,31) 0,94
(+) -) Ile/lle 8 22 1,78  (0,65-4,86) 0,26
(H) ) Val* 10 42 2,92 (1,05-8,12) 0,04*
(-) -) Ile/Ile 3 5 1,25 (0,25-6,19) 0,78
(=) () Val* 1 3 1,01  (0,14-7,42) 0,99

*Tle/Val ou Val /Tle
+0dds Ratio (OR) ajustado para idade, género e habitos etilista e tabagista.

++Valor de p significante.
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Tabela 8: Distribuicdo dos gendtipos combinados GSTT1/ GSTM e GSTTI / GSTM /

GSTPI lle105Val de acordo com o sitio primario do CCRE.

Combinacao dupla de genotipos Colon Reto OR" 1C95% Valor
(n=81) (n=117) de p
GSTTI GTM1
(+) (+) 34 34 1
) ) 36 61 1,67 (0,88-3,18) 0,12
) () 7 12 1,70 (0,59-4,94) 0,33
) ) 4 10 2,60  (0,72-9,46) 0,15
Combinacio tripla de genotipos Colon Reto OR" 1C95% Valor
(n=81) (n=117) de p
GSTTI1 GSTM1 GSTP1
Ile105Val
(+) (+) Ile/lle 16 10 1
() () Val* 12 17 1,81 (0,67-4,92) 0,24
) (+) Ile/Ile 18 22 1,41 (0,33-5,98) 0,65
) (+) Val* 2 7 4,57  (0,80-26,24) 0,09
) (-) Ile/Tle 11 19 2,58 (0,99-6,75) 0,05
(+) ) Val* 19 33 2,06 (0,83-5,15) 0,12
) (-) Ile/Ile 1 7 547  (0,92-32,60) 0,06
- (-) Val* 2 2 1,88  (0,27-13,33) 0,52

*Tle/Val ou Val /Tle

+0dds Ratio (OR) ajustado para idade, género ¢ habitos etilista e tabagista.
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Tabela 9. Polimorfismos GSTT1, GSTM1 ¢ GSTPI 1le105Val em relacao sobrevida de

pacientes com cancer colorretal esporadico.

Sobrevida Valor de p

Polimorfismos (5anos)  Log Rank
GSTPI1
Ile105Val
AA 61%
o 0% 0,71
GG 63%
GSTTI
Positivo 64%
Negativo 68% 09
GSTM1
I 0,
Positivo 67% 0,44

Negativo 63%
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A Survival Plot (PL estimates) B Survival Plot (PL estimates)
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Figura 5: Curva de Kaplan-Meier para analise de sobrevida dos pacientes com CCRE

em relagao aos polimorfismos GSTT1 (A), GSTM1 (B), GSTP1 1le105Val (C).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foi observado que individuos com idade avancada (> 62
anos) sdo mais suscetiveis ao CCRE, o que corrobora com a literatura que considera a
idade avangada como um fator etioldgico para este tipo tumoral. “'¥ Em relaco ao
género, as mulheres apresentam maior suscetibilidade ao CCRE. Outros estudos
observaram propor¢do semelhante dos géneros entre pacientes com CCRE e
controles.®'*** E possivel observar um crescimento no numero de casos entre as
mulheres devido ao aumento do consumo de cigarro e 4lcool.®**> E importante
salientar que o grupo de mulheres com CCRE avaliado neste estudo apresentaram
média de idade de 62+13 anos, o que pode sugerir que o fator hormonal pode contribuir
para a CCRE. Alguns trabalhos associaram a pds-menopausa com a incidéncia de
cancer colorretal em mulheres.**""® Além disso, a terapia de reposicio hormonal
mostrou-se um fator de prote¢do para o CCRE.C*®*42 E yma metanalise associou
efeito protetor de estrogénio da soja em mulheres com CCRE e na pés-menopausa.®”

Os habitos tabagista e etilista, no presente estudo, ndo foram associados com o
CCRE. Por outro lado, Koh e colaboradores *¥ observaram um risco trés vezes maior
para o CCRE entre os fumantes em comparagao aos que nunca fumaram. Alguns dados
sobre o risco de CCRE devido ao consumo de alcool sdo inconsistentes, o que pode
ser explicado pela variacdo da quantidade de ingestdo de doses do alcool analisada
nos diferentes estudos.®%>
A andlise do Equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) revelou que o polimorfismo

GSTPI llel05Val estd em equilibrio em ambos os grupos caso e controle. Esse

resultado foi semelhante ao observado por outros estudos em CCRE ©*%® Em relacio
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aos polimorfismos GSTTI e GSTM1, o teste do EHW nao foi possivel, uma vez que a
analise molecular ndo distingui individuos homozigotos selvagens e heterozigotos. © D

No presente estudo, o polimorfismo do gene GSTPI nao mostrou associagao
com CCRE, -corroborando com outros trabalhos em populacio bulgara e
chinesa."*"**%? Entretanto, um estudo com populacio da Tunisia observou uma
diferenga significativa na frequéncia do polimorfismo entre os grupos caso e controle e
este foi associado ao risco para o CCRE.®? Por outro lado, um tnico estudo observou
risco reduzido para o CCRE na preseng¢a do polimorfismo GSTPI Ile105Val, entretanto
ndo existem dados consistentes para explicar a relevancia biologica deste achado.“®

O polimorfismo do gene GSTPI resulta na alteracio da sequéncia de
aminodcidos da proteina e consequente reducdo da atividade enzimatica e detoxificagdo
ineficiente.*® Entretanto, embora o polimorfismo GSTPI Tlel05Val ndo tenha sido
associado ao CCRE neste estudo, o nivel de expressdo desse gene pode ser um fator
importante e este ndo ¢ dependente do polimorfismo. Estudo em carcinoma
hepatocelular (CHC) observou que o aumento da expressdo do gene GSTPI in vivo e in
vitro resultou em reducdo da proliferacdo celular em células tumorais, inibicdo da
fosforilagdo de Akt e interrup¢do do ciclo celular em G1 / S por meio do aumento dos
inibidores do ciclo celular p21 e p27.® A expressio elevada de GSTPI também foi
associada com melhor prognostico dos pacientes com HCC.®® Além disso, a
hipermetilacdo de GSTPI foi observada em vérios tipos de canceres como cancer de
préstata, mama, pulmao e figado.(69)
Em relagdo aos polimorfismos dos genes GSTTI e GSTM1, o gendtipo nulo de

GSTT1 foi associado a reducdo do risco para o desenvolvimento do CCRE, enquanto,

que a presenca do genotipo nulo GSTM1 foi associada ao aumento do risco de CCRE. A



Discussdo 32

auséncia de algumas das isoenzimas de GST na mucosa colorretal normal resultante de
genotipos nulos como a presenca do polimorfismo GSTMI podem alterar a principal
funcio de detoxificagdo das GSTs no metabolismo de xenobidticos."* Em populagdes
chinesa e iraniana foi evidenciado um risco aumentado para o CCRE na presenca dos
gendtipos nulos GSTTI e GSTMI. ®"" Por outro lado, outros estudos nio encontraram

associacdo entre os gendtipos nulos de GSTTI e GSTMI com o CCRE.('%#85271.7273) ¢

estudo caso-controle de Vlaykova e colaboradores"”

ndo encontrou associacao entre
gendtipo nulo GSTMI e o risco para CCRE; entretanto o genotipo nulo GSTT! foi
associado com risco aumentado para o CCRE. Esses diferentes resultados podem estar
relacionados ao tempo de exposi¢do aos fatores ambientais e a heterogeneidade
populacional.

Foi observado que o efeito dos polimorfismos de GST, quando combinados,
pode aumentar em duas ou trés vezes o risco para o CCRE.®® O presente estudo
demonstrou que as combinagdes de genotipos GSTTI ndo nulo/GSTMI nulo e GSTT1
nao nulo/GSTM1 nulo/GSTPI Val*(presenca de pelo menos um alelo polimorfico)
estdo associadas com o risco aumentado para o CCRE e com a progressdao do tumor.
Esses achados corroboram os resultados das anélises individuais dos polimorfismos, que
sugerem a influéncia do genotipo GSTT1 nao nulo no CCRE, uma vez que o genotipo
nulo foi associado com risco reduzido para a doenca.

Em populagao indiana foi encontrada associa¢do entre os gendtipos combinados
de GSTM1I nulo/ GSTTI nulo e a combinagdo GSTMI nulo/GSTTI nulo /GSTPI Val* e
o risco de CCRE?. Este resultado também foi observado em trabalho de Vlaykova e

3)

colaboradores"” em populagio btlgara. Um estudo em populagdo turca encontrou

associacdo dos genotipos GSTTI nulo/ GSTMI nao nulo e GSTTI nulo/ GSTMI nao
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nulo/ GSTPI lle (homozigoto selvagem) e o CCRE."? Cong ¢ colaboradores®"
observaram risco aumentado na presenca dos gendtipos GSTTI/GSTM 1, enquanto que a
combinagdo de genotipos GSTT1 ndo-nulo / GSTMI nulo resultaram em um risco
significativamente reduzido para o CCRE diferindo dos achados deste e de outros
estudos. Por outro lado, outros trabalhos que analisaram o efeito dos genotipos
combinados GSTTI/GSTMI1 ndo encontraram associacdo com O Trisco para o
CCRE.®*"'7 V4rios estudos tém avaliado o potencial de associagio entre o CCRE ¢ os
gendtipos combinados destes polimorfismos. Os resultados observados sdo diferentes,
evidenciando a importancia do estudo dos efeitos da combinagao genotipica no CCRE.

No presente estudo, foi evidenciada uma interagdo significante entre presenga do
alelo selvagem do polimorfismo GSTP! Ilel05Val e o habito tabagista no risco para o
CCRE. Diferindo do resultado do presente estudo, um estudo em populacdo chinesa nao
observou interagdo entre o GSTP/ Ile105Val e o habito tabagista e também etilista no
risco de CCRE.®” A literatura ¢ escassa de estudos que avaliam a interagdo de fatores
de risco com o polimorfismo GSTPI Ilel05Val no desenvolvimento de CCRE. A
relevancia biologica deste achado ndo esta clara, uma vez que a presenca de pelo menos
um alelo polimoérfico do gene GSTPI combinada com a nulidade de GSTMI e a
presenca do alelo GSTT! foi associada ao aumento do risco para o CCRE. Ademais, o
habito tabagista ndo foi associado a este tipo tumoral no presente estudo.

Para os polimorfismos GSTT1 e GSTMI1, este estudo ndo evidenciou interagdao
com os habitos tabagista ou etilista no risco para CCRE. Estes resultados corroboram
com outros dois estudos em populacdes coreana e japonesa que também nao
encontraram em essa interacdo em relacdo ao habito tabagista.(72’73) Quando analisada

interacao do habito etilista e os genotipos nulos GSTT1 e GSTM1 para o risco de CCRE,
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o estudo de Piao e colaboradores'”>

nao evidenciou essa relagdao. No entanto, um estudo
realizado em Cingapura encontrou um risco aumentado para individuos tabagistas
portadores de pelo menos dois gendtipos nulos que causam a baixa atividade
enzimatica.' ¥

Os resultados controversos em relacdo aos polimorfismos podem sugerir que
outros genes envolvidos no metabolismo dos xenobidticos podem apresentar maior
relevancia para o desenvolvimento do CCRE, como os polimorfismos em genes
atuantes da fase I do metabolismo xenobiotico.'*’ Apesar dos polimorfismos
estudados alterarem de forma a reduzir ou eliminar a atividade enzimatica, outros genes
podem atuar compensando a detoxificagdo das substancias presentes no tabaco e no
alcool.

Em relacdo aos parametros clinico-histopatologicos do CCRE, ¢ possivel
observar que houve uma associacdo entre o gendtipo nulo do GSTM1I e a presenca de
tumores avangados. Um estudo demonstrou uma associacdo entre tumores mais
avancados com a presenca do genétipo nulo GSTT1.7" Entretanto, outros estudos que
avaliaram os mesmos polimorfismos ndo encontraram associacdo entre 0s genotipos
polimérficos e os parametros clinico-histopatolégicos do CCRE. 12936773

Quando investigada a associagdo entre polimorfismos e os sitios primarios do
CCRE, nenhuma associa¢ao foi evidenciada. Corroborando com estes achados, um

)

estudo de Vlaykova e colaboradores""” nédo relacionou os polimorfismos de gendtipos

nulo GSTTI e GSTMI com o sitio primario. Entretanto, Wang e colaboradores(66),

observou aumento do risco para o cancer de reto na presenca do gendtipo nulo GSTM1,

enquanto o gendtipo nulo de GSTT! foi associado com o risco para o cancer de colon.



Discussdo 35

Vale salientar que a predisposi¢do para o CCRE ¢ multifatorial e € resultante da
interacdo entre variantes alélicas de genes de baixa penetrancia e fatores ambientais
como idade avancada, hébitos alimentares, tabagismo e etilismo.1%7>70) Portanto, os
achados do presente estudo em relagdo a modulagao da suscetibilidade para o CCRE na
presenga dos polimorfismos analisados, independente do habito tabagista ou etilista,
reforca a influéncia desses polimorfismos na etiologia do CCRE, mesmo que ndo
tenham influéncia na sobrevida dos pacientes. Estes resultados poderdo contribuir para

o entendimento dos mecanismos envolvidos na carcinogénese colorretal.
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6. CONCLUSOES

- Em relacdo aos dados socio-demograficos analisados, concluimos que
individuos com idade avancgada e do género feminino s3o mais suscetiveis ao CCRE.

- A presenga do gendtipo nulo GSTM1 esta associada com aumento do risco para
o cancer colorretal esporadico.- A combinacao dos gendtipos GSTT1/ GSTM1 e GSTT1/
GSTM1/ GSTPlesta associada com o risco aumentado para o CCRE e progressao do
tumor.

- O genotipo nulo de GSTM1 ¢ associado a presenga de tumores mais avangados.

- Os polimorfismos ndo estdo associados com o tempo de sobrevida dos

pacientes com CCRE.
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8. ANEXOS

a. Anexo 1

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

Autarquia Estadual - Lei n.° 8899 de 27/09/94

Parecer n.° 012/2012

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo CEP 7273/2011 sob a responsabilidade de Glaucia
Maria de Mendonga Fernandes com o titulo "Investigagdo Molecular e
Epidemioldgica de Genes do Metabolismo de Xenobidticos em pacientes com
Cancer Colorretal Esporddico” estd de acordo com a resolugdo do CNS
196/96 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolucdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deverd receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevdncia,
além do envio dos relatos de eventos adversos, com certeza para
conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério
completo ao final do Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 14 de fevereiro de 2012,

Prof®. Dr®. Beatriz Barco Tavares Jontaz Irigoyen
Vice-Presidente do CEP/FAMERP

Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 - CEP 15090-000 - Sao José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - www.famerp.br
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b. Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Satide, resolugdo 196/96)

Titulo: Investigacio molecular ¢ epidemioldgica de genes do metabolismo de xenobiéticos em pacientes com cincer
colorretal esporidico.

Pesquisadores Responsdveis: Glaucia Maria de Mendonca Fernandes — Responsével// Profa. Dra. Eny Maria Goloni
Bertollo — Geneticista — UPGEM - Pesquisador Colaborador/ /Jodo Gomes Netinho — Departamento de Cirurgia —
FAMERP.

A. Para obter maior conhecimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento do tumor colorretal esporadico, os
pesquisadores da FAMERP de Sdo José do Rio Preto, SP, estdo desenvolvendo uma pesquisa cientifica que podera
melhorar o nosso conhecimento sobre esse tumor e, portanto oferecer novas possibilidades de diagndstico e de melhora na
qualidade de vida;

B. Este estudo tem como objetivos: 1) Coletar informagdes da histéria e obter dados clinicos dos prontudrios médicos dos
pacientes com tumor colorretal atendidos no Servigo de Coloproctologia vinculado ao Departamento de Cirurgia do
Hospital de Base de Sao José do Rio Preto. 2) Aplicar um questiondrio sobre os dados sociodemograficos e fatores de risco;
3) Analisar alteragbes em genes (material hereditario) com a finalidade de esclarecer o papel de fatores genéticos no
desenvolvimento do tumor;

C. Para este estudo serdo utilizados dois grupos de pessoas: 1) pacientes com tumor colorretal esporadico; 2) individuos
sauddveis sem historico de doengas cronicas, que constituirde o grupo controle;

D. O estudo sera feito utilizando-se sangue, que serd colhido com seringa descartavel por enfermeira e o risco da colheita
pode incluir inchago e vermelhidio no local , sem qualquer outro risco para minha saude;

E. O material (sangue) sera identificado no laboratério por cédigo formado por nimeros e letras e, portanto, minha
privacidade e identidade serdo preservadas;

F. O material genético (DNA), ou seja hereditdrio, extraido do sangue serd armazenado de acordo com normas
especificas para esse tipo de material, codificado (para ndo identificagiio dos nomes dos sujeitos da pesquisa) e utilizada
para a pesquisa proposta. No caso de futuras investigagdes serd solicitado autorizagio ao CEP;

G. Todas as informagdes por mim fornecidas por meio do questiondrio e os resultados serdo mantidos em sigilo e que,
estes Gltimos s0 serdo utilizados para divulgagiio em reunides e revistas cientificas;

H. Se eu concordar em participar desta pesquisa e se eu concordar com a retirada e uso do meu sangue, do modo descrito
acima, ndo terei quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se eu
ndo concordar, em doar o sangue para a pesquisa ou decidir retirar meu consentimento em qualquer momento, minha
decisdo nao influenciard, de nenhum modo, 0 meu tratamento;

I. Esse estudo é importante porque pode colaborar para conhecimento cientifico dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento desta patologia ¢ o resultado individual ndo serd relevante para o sujeito da pesquisa, mas reforgo que
contribuird para o conhecimento da condi¢fio investigada. Apds o termino da pesquisa serd realizada uma reunido com todos
0s sujeitos da pesquisa para divulga os resultados obtidos.

1. Declaro que, apos ter convenientemente esclarecido pelo pesquisador, consinto em participar livre e espontaneamente
deste estudo sem que tenha sido submetido a qualquer tipo de pressio.

Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questdo.

Nome do(a) participante:

Representante legal:

RG do prontudrio médico:

Dl ad sl e L T L ——

Declaragdo de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos ¢ beneficios deste estudo. Coloquei-me a
disposigdo para perguntas e respondi a todas. Obtive o consentimento de maneira livre e me coloquei a disposigdo para
esclarecimento de qualquer duvida sobre o estudo pelos enderegos abaixo indicados.

Nome do(a) pesquisador:
Data:. Assinatura:...
Inscrigdo no Conselho Regional: ............c.....

Joao Gomes Netinho - Departamento de Cirurgia
Glaucia Maria de Mendonga Fernandes

Av. Brigadeiro Faria Lima, no. 5416

FAMERP - Faculdade de Medicina de S.J. Rio Preto
Séo José do Rio Preto, SP - CEP 15090-000

Fone: (17) 3201-5726 ou ramal: 5720

e-mails: fernandes glaucia@hotmail.com; jgnetinho@riopreto.com.br

Em caso de duvidas contatar a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sio José do
Rio Preto, telefone: (0xx17) 3201-5700, ramal 5720.
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c. Anexo 3

Questionario do Projeto

L. IDENTIFICACAO

Nome: Prontudrio:

Data de nascimento: / . Idade: . Local:

Sexo:( ) Etnia: ( )Branco ( )Nao-branco [pardo/negro] ( ) Asiatico. Escolaridade:

Endereco: Rua N® __ Fone:

Bairro: Cidade: CEP; Estado:
Profissdo atual: Tempo de atuagio:

Profissdo anterior: Tempo de atuagio:

II. DADOS DO TUMOR

Local do tumor: Data de diagnostico: /.

TNM: Clinico: T( )N( )M( ) Patolégico:
Tumor primdrio: ( )Sim ( ) Nao Local:
Recidiva: ( ) Sim ( ) Nao Local:
Inicio do diagnéstico do cancer: Més( ) Ano ( ) Tipo:

Cirurgia: ( ) Sim ( )Ndo Tipo: Data:
Radioterapia: ( )Sim ( ) N&o Data de inicio - Periodo: -
Quimioterapia: ( ) Sim ( ) Nao Data de inicio - Periodo: -
I1I. FATORES DE RISCO AMBIENTAL

Exposigdo ao tabaco*: ( ) Sim ( )Néo ( ) Ex-fumante Tipo:

Inicio: Término: Duragéo: Consumo didrio:
Consumo de dlcool®*: ( )Sim ( )Nado ( ) Ex-etilista Tipo:
Inicio: Término: Duragio: Consumo semanal:

Vocé teve algum trabalho em que se expds a produtos quimicos ou pesticidas? () Sim ( ) Nao
IV. HISTORICO MEDICO PESSOAL E FAMILIAL

Antecedentes pessoais: Antecedentes familiares: Grau de Parentesco
( ) Diabetes mellitushd  anos () Diabetes mellitus ha anos

{ )DoencadeCrohnhd  anos ( ) Doenca de Crohn ha anos

() Retocolite Ulcerativa Cronica _ anos ( ) Retocolite Ulcerativa Cronicahd ____ anos

( )Polipo ( )Adenoma ( ) Cancer ( )Pélipo ( )Adenoma ( ) Cancer

Tipo: Tipo:

Outras: Qutras:

Tratamentos anteriores: () Sim () Néo Tipo:

Cirurgias anteriores: () Sim () Néo Tipo:
Uso de medicamentos: () Sim () Nio Tipo:
V. INFORMACAOES SOBRE ALIMENTACAOQ

Vocé esteve em dieta no altimo ano ou antes em decorréncia de alguma doen¢a? ( )Sim( )Nio. Qual:
Ingestdo de carne x frequencia na seama:

{ )Bovina X por semana ( )Suina X por semana

( JAves X por semana ( )Peixes X por semana
DIAGNOSTICO PATOLOGICO

Data: ) !

Responsavel pelo procedimento:
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d. Anexo 4
Artigo original
Tipo de Manuscrito: Estudo caso-controle

Titulo: Avaliacdo molecular de genes da familia das Glutationas S
Transferases em pacientes com cancer colorretal esporadico.

Gabriela Helena Rodrigues Fleming, Glaucia Maria de Mendonga Fernandes,
Anelise Russo, Patricia Mattos Biselli-Chicote, Jodo Gomes Netinho, Erika

Cristina Pavarino, Eny Maria Goloni-Bertollo.

Gabriela Helena Rodrigues Fleming, Glaucia Maria de Mendonga Fernandes,
Anelise Russo, Patricia Matos Biselli-Chicote, Erika Cristina Pavarino and Eny
Maria Goloni-Bertollo, Unidade de Pesquisa em genética e Biologia Molecular -
UPGEM, Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, FAMERP, Sao José
do Rio Preto 15090-000, SP, Brasil.

Joao Gomes Netinho, Departamento de Cirurgia e Servigco de Coloproctologia,
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, FAMERP, Sao José do Rio
Preto 15090-000, SP, Brasil.

Auxilio Financeiro: Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP, Processos 2011/23969-1 e 2012/02473-0), Coordenacao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico ( CNPq, Processos 310582 / 2014-8).

Declaracdao do comité de revisao institucional: O estudo foi aprovado pelo Comité
de Ftica em Pesquisa CEP / FAMERP, protocolo n° 012/2012 (CAAE:
0237.0.140.00011).

Declaracao de consentimento informado: Todos os pacientes assinaram o termo

de consentimento informado.

Declaracao de conflito de interesses: Os autores declaram nao haver conflitos de

interesse.
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Correspondéncia para: Eny Maria Goloni Bertollo, PhD, Unidade de Pesquisa em
Genética e Biologia Molecular - UPGEM, Departamento de Biologia Molecular,
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP), Sao José do Rio Preto,
Sao Paulo, Brasil. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - Vila Sao Pedro - CEP: 15090-000.
eny.goloni@famerp.br

Telefone: +55 17 32015720

Fax: +55 17 32015708

RESUMO

OBJETIVO: Avaliar a associacdo entre fatores de risco sociodemograficos,
polimorfismo GSTP1 Ilel05Val e genétipos nulos GSTT1 e GSTMI1 e o
desenvolvimento de cancer colorretal esporddico (CCRE); investigar a interacao
entre esses polimorfismos e o consumo de tabaco e alcool; verificar a associagdo
entre esses polimorfismos e parametros clinicos e histopatolégicos do CCRE; e
avaliar a influéncia dos polimorfismos no tempo de sobrevida global de

pacientes com CCRE.

METODOS: Foi realizado estudo caso-controle em 970 individuos da
populacao brasileira (232 pacientes com CCRE e 738 controles (individuos sem
histérico de cancer)). As técnicas de PCR Multiplex e PCR-RFLP foram

realizadas para andlise dos polimorfismos.

RESULTADOS: Idade igual ou superior a 62 anos (OR = 8,79; IC95% = 5,90-
13,09; p <0,01) e género feminino (OR = 2,91; IC95% 1,74-4,37; p <0,01) foram
associados ao aumento do risco para CCRE. A andlise dos polimorfismos
revelou associagao entre o genétipo nulo GSTM1 e risco para CCRE (OR = 1,45;
IC95% = 1,06-2,00; p = 0,02) e entre o genétipo nulo GSTT1 e risco reduzido
para a doenca (OR = 0,65 1C95% = 0,43-0,98; p = 0,04). Foi observada uma
interacdo entre a presenca do alelo selvagem do polimorfismo Ile105Val GSTP1
e o consumo de tabaco em risco para CCRE (OR = 2,33; IC 95% = 1,34-4,05; p =

0,05). Houve associagdo entre o genétipo nulo GSTM1I e a presenca de tumores
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avancados (OR = 2,33, IC95% = 1,23-4,41, p = 0,009) e aumento do risco de
CCRE na presenca da combinagdo de genétipos GSTT1 ndao-nulos / GSTM1
nulo (OR =1,50; IC95% =1,03-2,19; p = 0,03) e GSTT1 ndo-nulo / GSTM1 nulo /
GSTP1 Val * (OR = 1,85; IC95% = 1,01-3,36 , p = 0,04). Os gendtipos combinados
GSTT1 ndo nulo / GSTM1 nulo (OR = 2,40, IC 95% = 1,19-4,85, p = 0,01) e
GSTT1 nao nulo / GSTM1 nulo / GSTP1 Val * (OR = 2,92; IC95% = 1,05-8,12, p
= (0,04) foram associados a progressao tumoral. Polimorfismos ndo foram

associados a sobrevida de pacientes com CCRE.

CONCLUSAO: Individuos com idade igual ou maior do que 62 anos e o género
feminino sdo mais suscetiveis ao CCRE. Polimorfismos de genétipos nulos
GSTT1 e GSTM1 podem modular a suscetibilidade ao CCRE na populacdo

estudada.

PALAVRAS-CHAVE: Polimorfismos genéticos, Neoplasias Colorretais, Habito

de Fumar, Alcool, Glutationa S Transferase (GST).

INTRODUCAO

O Cancer colorretal é o terceiro mais frequente no mundo! e o quinto tipo
de cancer mais frequente no Brasil.> As estimativas para o ano de 2018 no Brasil
sao de 17.380 novos casos para género masculino e de 18.980 novos casos para
género feminino.?

O Cancer Colorretal Esporadico (CCRE) se desenvolve nas paredes
internas do célon e reto e por ser uma doenga multifatorial é influenciado por
fatores genéticos, como polimorfismos em genes, idade, género e fatores
ambientais.®4 Esses fatores genéticos podem influenciar no efeito
desencadeado pelo meio ambiente na predisposicdo a doenca.®® Entre os
principais fatores de risco esta a idade avancada, ou seja, acima de 60 anos.??)
Isso se deve ao processo de envelhecimento celular que aumenta as chances de

ocorrerem danos as células que desencadeiam o cancer.©®)
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Outros dois importantes fatores de risco para o CCRE sao os habitos
tabagista e etilista.[39101 Os compostos quimicos carcindgenos do tabaco e dlcool
incorporados no organismo sdo biotransformados para serem inativados e
eliminados por meio do metabolismo dos xenobidticos. Este processo é
responsavel por detoxificar os componentes do tabaco e do 4alcool, que na
maioria sdo xenobiodticos lipofilicos, propriedade esta que facilita seu transporte
pelas lipoproteinas na corrente sanguinea e sua penetracdo através das
membranas. Eles sdao metabolizados em compostos hidrofilicos, por meio de
reacdo de oxidagdo na fase I, onde um grupo polar é acrescentado ao composto
original, produzindo intermedidrios reativos que podem ser eliminados ou
participam das reacdes de fase II, no qual serd adicionada uma molécula de
Glutationa reduzida (GSH), que resultard em produtos mais soltveis em dgua e
mais facilmente excretados do que o composto original.(11.12)

Sdo muitos os genes que codificam enzimas responsaveis pela
metabolizacdo dos xenobidticos. Alguns dos principais genes atuantes na fase II
pertencem a superfamilia Glutationas S Transferases citosdlicas (GST), como o
mi (GSTM1), o theta (GSTT1) e o pi (GSTP1). Suas enzimas sdo responsaveis por
catalisar a reacdo de conjugacdo entre a glutati Glutationa ona e os compostos
quimicos enddégenos e exdgenos.(11.13)

Entretanto, essa caracteristica é reduzida na presenca de delecdo ou
polimorfismos nesses genes. A expressao dos genoétipos nulos de GSTT1 e
GSTM1 causa a perda completa da atividade enzimatica, enquanto a
substituicdo de nucleotideos como no caso do gene GSTPI, altera a sequéncia
de aminoacidos da proteina, reduzindo sua atividade enzimética levando a
uma predisposicao aos efeitos téxicos dos xenobitticos.(12) Os genes GSTT1 e
GSTM1 que apresentam polimorfismos de genétipo nulo estdo presentes nas
posicdes 22ql1.2 e 1p13.3 respectivamente.(41516) O polimorfismo no gene
GSTP1 (rs1695) esta localizado na posicdo 11ql3, onde ocorre a troca da base
nitrogenada Adenina para Guanina na posicdo 313 do gene (A313G) que
promovem troca do aminoacido Isoleucina para Valina na posicdo 105 da

proteina (Ile105Val).(7)
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Polimorfismos nos genes GSTP1, GSTI1 e GSTMI1 tem grande
importancia na fase de detoxificagdo e eliminacao de substancias cancerigenas e
estdo intimamente associados com os habitos de vida tabagista e etilista no risco
para o desenvolvimento de CCRE.(1819 Assim, estudos sobre a presenca dos
polimorfismos, habitos de vida e dados clinicos e histopatolégicos sao
importantes na identificacdo de biomarcadores de suscetibilidade para o
CCRE.

Portanto, os objetivos deste trabalho foram avaliar a associagao de fatores
de risco sociodemograficos, polimorfismo Ilel05Val da GSTP1 e genétipos
nulos GSTT1 e GSTM1 com desenvolvimento de CCRE; investigar a interagao
entre esses polimorfismos com o consumo de tabaco e alcool; verificar a
associagdo entre esses polimorfismos e parametros clinicos e histopatolégicos
do CCRE; e avaliar a influéncia dos polimorfismos no tempo de sobrevida

global de pacientes do CCRE.

Materiais e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica (CEP) - Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto - FAMERP (n° 216/2009). Os 970 individuos
que aceitaram participar da pesquisa assinaram o termo de consentimento e
responderam questiondrio sobre as varidveis género, idade, etnia, profissao,

tabagismo, etilismo, e histérico pessoal e familial de cancer.

Populacdes do estudo

O grupo caso incluiu 232 individuos (112 homens e 120 mulheres),
pacientes do Departamento de Coloproctologia do Hospital de Base de Sdo José
do Rio Preto, os quais receberam o diagnoéstico clinico e/ou histopatolégico
confirmado de CCRE entre 2010 e 2016. O critério de exclusao foi tratamento
prévio com quimioterapia e/ou radioterapia. O grupo controle inclui 738
individuos (370 homens e 368 mulheres), doadores de sangue no Hemocentro
de Sao José do Rio Preto. O critério de exclusdo para os controles foi histéria

pessoal e familiar de cancer em pelo menos trés geracdes anteriores.



Anexos 57

Foram considerados tabagistas aqueles individuos que fumaram pelo
menos 100 cigarros durante toda a vida e etilistas aqueles que consomem mais
de quatro doses por semana de quatro doses por semana (uma dose
corresponde: licor - 30mL; copo de vinho - 102mL, contendo 12% de alcool; ou
lata de cerveja - 340mL).(2021)

O CCRE foi classificado de acordo como TNM, extensdao do tumor(T),
linfonodos afetados (IN) e presenca de metéstase (M).?2) Foram considerados
tumores avancados qualquer T, sem comprometimento de linfonodos e sem
presenca de metéstase e tumores ndo avancados qualquer T e N com a presenca

de metéstase.

Analise Molecular

Polimorfismos GSTT1 e GSTM1: A anélise dos polimorfismos GSTT1 e
GSTM1 foi realizada pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR) multiplex, usando o gene CYP1AI como
controle positivo interno de amplificacdo.?® Os produtos da reacao de PCR
foram analisados em gel de agarose 1,5% corado com gel red.

Polimorfismo A313G do gene GSTPI1: A andlise do polimorfismo GSTP1
A313G foi realizada por Reagdo em Cadeia da Polimerase-Polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricao (Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism - PCR-RFLP), utilizando-se os iniciadores
descritos por Harries et al. (1997).24% Em seguida foi realizada digestdo com
enzima Bsmal e eletroforese em agarose 2,0%, corado com gel red. A presenca de
bandas de 91 e 85 pb, corresponde ao genétipo polimoérfico GG, as bandas de
176, 91 e 85 pb correspondem ao genétipo heterozigoto AG e a banda de 176 pb,

corresponde ao genoétipo selvagem AA.

Analises estatisticas
Estatisticas descritivas incluiram os valores médios, desvio padrdo para

dados continuos e porcentagem para dados categoricos. O equilibrio de Hardy-
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Weinberg (HWE) foi avaliado pelo teste Qui-quadrado por meio do Programa
BioEstat versdao 5.0. O modelo de regressao logistica bindria, por meio do
programa Minitab/ Windows - Versdao 12.22, foi utilizado para avaliar a
associacao da idade, género, habitos tabagista e etilista com CCRE, e também
para avaliar a associagdo dos polimorfismos com o CCRE e com os parametros
clinico-histopatolégicos. A regressao logistica maltipla bindria, ajustada para
idade, género e hébitos tabagista e etilista, também foi utilizada para avaliar a
associagdo entre os modelos genéticos dos polimorfismos e o desenvolvimento
do CCRE por meio do programa SNPStats (disponivel em:
<http:/ /bioinfo.iconcologia.net/SNPstats_web>). O efeito dos polimorfismos
foi avaliado nos modelos (1) codominante (heterozigoto versus homozigoto
selvagem wversus homozigoto polimorfico); (2) dominante (heterozigoto +
homozigoto polimérfico wversus homozigoto selvagem); (3) recessivo
(homozigoto polimorfico versus homozigoto selvagem + heterozigoto) e (4)
overdominante (heterozigoto wversus homozigoto selvagem + homozigoto
polimoérfico) (5) aditivo (homozigoto polimérfico com peso 2 + heterozigoto
versus homozigoto selvagem). O programa SNPStats no modelo genotipico
dominante foi usado para avaliar o potencial de interacao dos polimorfismos e
habito tabagista, ajustado para idade, género e etilismo, bem como para avaliar
a interacdo do polimorfismo e habito etilista, ajustado para idade, género e
tabagismo, no risco do CCRE. O efeito dos polimorfismos no tempo de
sobrevida dos pacientes com CCRE foi analisado por meio da Curva de Kaplan
Meier e teste Log Rank utilizando o programa StatsDirect versao 2.7.2. Os
resultados foram apresentados em Odds Ratio (OR) e intervalo de confianga de

95% (IC - 95%). O nivel de significancia foi estabelecido em 5% (p < 0,05).

Resultados
Idade igual ou acima de 62 anos (OR=8,79; 1C95%:5,90-13,09; p<0,01) e
género feminino (OR=2,91; IC95%: 1,74-4,37; p<0,01) foram associados ao risco

para CCRE, Tabela 1. As frequéncias genotipicas apresentaram-se em HWE em
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ambos os grupos para o polimorfismo GSTPI Ilel05Val (caso: p=1, controle:
p=0,29).

Portadores do genétipo GSTMI1 nulo apresentaram maior risco de
desenvolver a doenca (OR: 1,45; IC95%: 1,06-2,00; p=0,022). Por outro lado, o
polimorfismo GSTT1 apresentou associagdo com risco reduzido para o CCRE
(OR: 0,65; 1C95%: 0,43-0,98; p=0,037), Tabela 1.

No presente estudo, foi evidenciada uma interagdo entre a presenca do
alelo selvagem do polimorfismo GSTP1 Ile105Val e o habito tabagista no risco
para CCRE (OR: 2,33; IC: 1,34-4,05; p=0,049). Entretanto, ndo houve interagao
entre os outros polimorfismos e os hédbitos tabagista ou etilista no risco para a
doenca, Tabela 2.

Em relacdo aos parametros clinico-histopatolégicos das amostras de
CCRE incluidas neste estudo, o reto foi o sitio primério mais frequente (60%),
além de tumores mais avancados (69,65%). A andlise dos polimorfismos em
relacdo ao TNM esta apresentada na Tabela 3. Houve uma associagdo apenas
entre o genétipo nulo do GSTM1 e a presenca de tumores mais avancados (OR:
2,33; 1,23-4,41; p=0,0087).

Foi observado um aumento do risco para CCRE na presenca da
combinacao dos genétipos GSTT1 nao nulo / GSTM1 nulo (OR: 1,50; 1C95%:
1,03-2,19; p=0,033) e para a combinacdo GSTT1 ndao nulo / GSTMI nulo /
GSTP1 Val* (*com a presenca de pelo menos um alelo polimérfico) (OR: 1,85;
IC95%: 1,01-3,36; p=0,045). Os genoétipos combinados GSTT1 ndo nulo / GSTM1
nulo (OR: 2,40; IC95%: 1,19-4,85; p=0,015) e GSTT1 nao nulo / GSTM1 nulo /
GSTP1 Val* (OR: 2,92; IC95%: 1,05-8,12; p=0,040) foram associados a progressao
tumoral, Tabela 4.

A anadlise pela Curva Kaplan-Meier mostrou que o tempo de sobrevida
de portadores dos alelos polimérficos GSTPI Ile105Val, e dos genétipos nulos
de GSTM1 e de GSTT1, ndo foram significativamente diferente do tempo de

sobrevida dos ndo portadores desses polimorfismos. (Tabela 5, Figura 1).
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Discussao

No presente estudo foi observado que individuos com idade avangada (=
62 anos) sdo mais suscetiveis ao CCRE, o que corrobora com a literatura que
considera a idade avancada como um fator etiolégico para este tipo tumoral. 28)
Em relacdo ao género, as mulheres apresentam maior suscetibilidade ao CCRE.
Outros estudos observaram proporcao semelhante dos géneros entre pacientes
com CCRE e controles.(252627) E possivel observar um crescimento no ntmero
de casos entre as mulheres devido ao aumento do consumo de cigarro e
alcool.?82) E importante salientar que o grupo de mulheres com CCRE
avaliado neste estudo apresentaram média de idade de 62+13 anos, o que pode
sugerir que o fator hormonal pode contribuir para a CCRE. Alguns trabalhos
associaram a pos-menopausa com a incidéncia de cancer colorretal em
mulheres.(3031.32) Além disso, a terapia de reposicdo hormonal mostrou-se um
fator de protecdo para o CCRE.®343536) E uma metanalise associou efeito
protetor de estrogénio da soja em mulheres com CCRE e na p6s-menopausa.®”)

Os hdébitos tabagista e etilista, no presente estudo, ndo foram associados
com o CCRE. Por outro lado, Koh e colaboradores 38 observaram um risco trés
vezes maior para o CCRE entre os fumantes em comparagdo aos que nunca
fumaram. Alguns dados sobre o risco de CCRE devido ao consumo de alcool
sdo inconsistentes, o que pode ser explicado pela variacdo da quantidade de
ingestdo de doses do alcool analisada nos diferentes estudos.(3940)

A anédlise do Equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) revelou que o
polimorfismo GSTP1 Ile105Val esta em equilibrio em ambos os grupos caso e
controle. Esse resultado foi semelhante ao observado por outros estudos em
CCRE 641 Em relacdo aos polimorfismos GSTT1 e GSTM1, o teste do EHW ndo
foi possivel, uma vez que a andlise molecular ndo distingui individuos
homozigotos selvagens e heterozigotos. (25

No presente estudo, o polimorfismo do gene GSTPI1 ndao mostrou
associagdo com CCRE, corroborando com outros trabalhos em populacao

bulgara e chinesa.6252742) Entretanto, um estudo com populacdo da Tunisia
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observou uma diferenga significativa na frequéncia do polimorfismo entre os
grupos caso e controle e este foi associado ao risco para o CCRE.(?%) Por outro
lado, um tnico estudo observou risco reduzido para o CCRE na presenga do
polimorfismo GSTP1 Ile105Val, entretanto nao existem dados consistentes para
explicar a relevancia biolégica deste achado.®3)

O polimorfismo do gene GSTPI1 resulta na alteracdo da sequéncia de
aminoécidos da proteina e consequente reducdo da atividade enzimética e
detoxificacao ineficiente.(12) Entretanto, embora o polimorfismo GSTP1 Ile105Val
nado tenha sido associado ao CCRE neste estudo, o nivel de expressdao desse
gene pode ser um fator importante e este ndo é dependente do polimorfismo.
Estudo em carcinoma hepatocelular (CHC) observou que o aumento da
expressao do gene GSTP1 in vivo e in vitro resultou em redugao da proliferacao
celular em células tumorais, inibicdo da fosforilagdo de Akt e interrupcdo do
ciclo celular em G1 / S por meio do aumento dos inibidores do ciclo celular p21
e p27.4) A expressdo elevada de GSTP1 também foi associada com melhor
prognostico dos pacientes com HCC.(#4) Além disso, a hipermetilacdo de GSTP1
foi observada em varios tipos de canceres como cancer de préstata, mama,
pulmao e figado.®)

Em relacdo aos polimorfismos dos genes GSTT1 e GSTM1, o gendétipo
nulo de GSTT1 foi associado a redugao do risco para o desenvolvimento do
CCRE, enquanto, que a presenca do genétipo nulo GSTM1 foi associada ao
aumento do risco de CCRE. A auséncia de algumas das isoenzimas de GST na
mucosa colorretal normal resultante de genétipos nulos como a presenca do
polimorfismo GSTM1 podem alterar a principal funcdo de detoxificacao das
GSTs no metabolismo de xenobidticos.® Em populacdes chinesa e iraniana foi
evidenciado um risco aumentado para o CCRE na presenca dos genoétipos nulos
GSTT1 e GSTM1.2546) Por outro lado, outros estudos ndo encontraram
associagdo entre os genétipos nulos de GSTT1I e GSTM1 com o
CCRE.(5264346474849) O estudo caso-controle de Vlaykova e colaboradores® nao
encontrou associagdo entre genétipo nulo GSTMI e o risco para CCRE;

entretanto o genétipo nulo GSTT1 foi associado com risco aumentado para o
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CCRE. Esses diferentes resultados podem estar relacionados ao tempo de
exposicdo aos fatores ambientais e a heterogeneidade populacional.

Foi observado que o efeito dos polimorfismos de GST, quando
combinados, pode aumentar em duas ou trés vezes o risco para o CCRE.¢4) O
presente estudo demonstrou que as combinac¢des de genétipos GSTT1 ndo
nulo/GSTM1 nulo e GSTT1 nao nulo/GSTMI1 nulo/GSTP1 Val*(presenca de
pelo menos um alelo polimérfico) estao associadas com o risco aumentado para
o CCRE e com a progressao do tumor. Esses achados corroboram os resultados
das andlises individuais dos polimorfismos, que sugerem a influéncia do
geno6tipo GSTT1 nao nulo no CCRE, uma vez que o gendétipo nulo foi associado
com risco reduzido para a doenga.

Em populacdo indiana foi encontrada associacdo entre os genotipos
combinados de GSTM1 nulo/ GSTT1 nulo e a combinacdo GSTM1 nulo/GSTT1
nulo/GSTP1 Val* e o risco de CCRE.“!) Este resultado também foi observado em
trabalho de Vlaykova e colaboradores® em populagao bulgara. Um estudo em
populacdo turca encontrou associacdo dos genétipos GSTT1 nulo/ GSTM1I nao
nulo e GSTT1 nulo/ GSTM1 nado nulo/ GSTP1 Ile (homozigoto selvagem) e o
CCRE.® Cong e colaboradores(®) observaram risco aumentado na presenca dos
genotipos GSTT1/GSTM1, enquanto que a combinacdo de genétipos GSTT1
ndo-nulo / GSTMI nulo resultaram em um risco significativamente reduzido
para o CCRE diferindo dos achados deste e de outros estudos. Por outro lado,
outros trabalhos que analisaram o efeito dos gendtipos combinados
GSTT1/GSTM1 nao encontraram associacdo com o risco para o CCRE.(64748)
Varios estudos tém avaliado o potencial de associacdo entre o CCRE e os
genotipos combinados destes polimorfismos. Os resultados observados sao
diferentes, evidenciando a importancia do estudo dos efeitos da combinagao
genotipica no CCRE.

No presente estudo, foi evidenciada uma interacdo significante entre
presenca do alelo selvagem do polimorfismo GSTP1 Ilel05Val e o habito
tabagista no risco para o CCRE. Diferindo do resultado do presente estudo, um

estudo em populacdo chinesa ndo observou interagao entre o GSTP1 Ilel05Val e
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o habito tabagista e também etilista no risco de CCRE.(® A literatura é escassa
de estudos que avaliam a interacdo de fatores de risco com o polimorfismo
GSTP1 Ile105Val no desenvolvimento de CCRE. A relevancia biolégica deste
achado ndo estd clara, uma vez que a presenca de pelo menos um alelo
polimorfico do gene GSTP1 combinada com a nulidade de GSTM1 e a presenca
do alelo GSTT1 foi associada ao aumento do risco para o CCRE. Ademais, o
habito tabagista ndo foi associado a este tipo tumoral no presente estudo.

Para os polimorfismos GSTT1 e GSTMI, este estudo ndo evidenciou
interacdo com os habitos tabagista ou etilista no risco para CCRE. Estes
resultados corroboram com outros dois estudos em populagdes coreana e
japonesa que também nao encontraram em essa interacdo em relagdo ao habito
tabagista.*64®) Quando analisada interacdo do hébito etilista e os genétipos
nulos GSTT1I e GSTM1 para o risco de CCRE, o estudo de Piao e
colaboradores®® nao evidenciou essa relacdo. No entanto, um estudo realizado
em Cingapura encontrou um risco aumentado para individuos tabagistas
portadores de pelo menos dois genétipos nulos que causam a baixa atividade
enzimatica.8)

Os resultados controversos em relagdo aos polimorfismos podem sugerir
que outros genes envolvidos no metabolismo dos xenobiéticos podem
apresentar maior relevancia para o desenvolvimento do CCRE, como os
polimorfismos em genes participantes da fase I do metabolismo xenobiético.®50)
Apesar dos polimorfismos estudados alterarem de forma a reduzir ou eliminar
a atividade enzimatica, outros genes podem atuar compensando a detoxificacao
das substancias presentes no tabaco e no alcool.

Em relacdo aos parametros clinico-histopatolégicos do CCRE, é possivel
observar que houve uma associagdo entre o gendtipo nulo do GSTMI e a
presenca de tumores avancados. Um estudo demonstrou uma associacao entre
tumores mais agressivos com a presenca do genétipo nulo GSTT1.47)
Entretanto, outros estudos que avaliaram os mesmos polimorfismos nao
encontraram associacao entre os genotipos polimorficos e os pardmetros clinico-

histopatolégicos do CCRE.(527:4249)
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Quando investigada a associacdo entre polimorfismos e os sitios
primarios do CCRE, nenhuma associacdo foi evidenciada. Corroborando com
estes achados, um estudo de Vlaykova e colaboradores® nao relacionou os
polimorfismos de genétipos nulo GSTT1 e GSTMI1 com o sitio primadrio.
Entretanto, Wang e colaboradores®!), observou aumento do risco para o cancer
de reto na presenca do genodtipo nulo GSTM1, enquanto o gendtipo nulo de
GSTT1 foi associado com o risco para o cancer de célon.

Vale salientar que a predisposicdo para o CCRE é multifatorial e é
resultante da interacdo entre variantes alélicas de genes de baixa penetrancia e
fatores ambientais como idade avancada, habitos alimentares, tabagismo e
etilismo.55152) Portanto, os achados do presente estudo em relagdo a modulacao
da suscetibilidade para o CCRE na presenga dos polimorfismos analisados,
independente do hébito tabagista ou etilista, reforca a influéncia desses
polimorfismos na etiologia do CCRE, mesmo que nado tenham influéncia na
sobrevida dos pacientes. Estes resultados poderdo contribuir para o

entendimento dos mecanismos envolvidos na carcinogénese colorretal.

Concluimos que individuos com idade avancada e do género feminino
sdo mais suscetiveis ao CCRE. A presenca do gendétipo nulo GSTMI esta
associada com aumento do risco para o CCRE. A combinacdo dos genétipos
GSTT1/ GSTM1 e GSTT1/ GSTM1/ GSTP1 estao associadas com o risco
aumentado para o CCRE e progressao do tumor. O genétipo nulo de GSTM1 é
associado a presenga de tumores mais avangados. Os polimorfismos nao estdo

associados com o tempo de sobrevida dos pacientes com CCRE.
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TABELAS

Tabela 1: Caracteristicas sociodemograficas, fatores de risco e polimorfismos

GSTT1, GSTM1, GSTP1 A313G em pacientes com cancer colorretal e controles.

Caso Controle
Variaveis (n=232) (n=738)
n (%) n(%) OR* IC9%% P

Género
Feminino 120 (52) 368 (50) 109
Masculino 112 (48) 370 (50) 291+ 1,94-437 <0,01+
Idade (Mediana)
<62 112(49)  621(84) 10
>62 12051)  117(16) g79+ 590-13,09 <0,01+
Habito Tabagista
Nao Tabagista 130 (56) 465 (63) 1,00
Tabagista 102(44)  27307) 145 098214 0,061
Habito Etilista
Nio Etilista 132(57)  395(54) 100
Etilista 100 (43) 343(46) 108 085191 0,238
GSTP1
Codominante A/A 227 (43,7) 107 (46,1) 100

A/G 224 (43,2) 102 (44) 106 (073-154) 082

G/G 68(131) 2399 088 (048159
Dominante A/A 227 (43,7) 107 (46,1) 100

A/G-G/G 292 (56,3) 125(53,9) 102 (071-145) 092
Recessivo A/A-A/G 451 (869) 209 (90,1) 100

G/G 68(131) 23(99) 085 (048-150) 058
Overdominante ~ A/A-G/G 295 (56,8) 130 (56) 100

A/G 224 43,2) 102 (44) L09 (076-135) 0,65
Aditivo 097 (075127) 085
GSTT1

+/+ 573 (77,6) 192 (82,8) 1,00

0/0 165 (22,4) 40 (17,2) 0,65* (0,43-0,98) 0,037+
GSTM1

+/+ 385 (52,2) 100 (43,1) 1,00

0/0 353 (47,8) 132 (56,9) 145* (1,06-2,00) 0,022+

+ Odds Ratio (OR) ajustado para idade, género e habitos tabagista, etilista e polimorfismos.

++ valores significativos de p para p <0,05.
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Tabela 2: Interacdo entre polimorfismos nos genes GSTP1, GSTT1 e GSTM]1 e hébitos tabagismo ou etilista no risco de CCRE.

Habito Tabagista
Nao Tabagista Tabagista
l:)++

Caso  Controle OR* (IC 95%) Case Controle OR* (IC 95%)
GSTP1
A/A 50 136 1,00 57 91 2,33 (1,34-4,05) 0,049
A/G- 80 177 1,40 (0,87-2,27) 45 115 1,59 (0,91-2,77)
G/G
GSTT1
++ 110 362 1,00 82 211 1,42 (0,98-2,08) 0,64
0/0 20 103 0,60 (0,34-1,04) 20 62 1,03 (0,57-1,88)
GSTM1
+/+ 52 231 1,00 48 154 1,40 (0,86-2,28) 0,7
0/0 78 234 1,38 (0,90-2,10) 54 119 2,19 (1,34-3,57)

Habito Etilista
Nao Etilista Etilista
P++

Caso Controle OR* (IC 95%) Caso Controle OR* (IC 95%)
GSTP1
A/A 59 116 1,00 48 111 1,31 (0,74-2,31) 0,58
A/G- 73 147 1,12 (0,69-1,81) 52 145 1,19 (0,70-2,04)
G/G
GSTT1
+/+ 108 300 1,00 84 273 0,76 (0,52-1,12) 0,82
0/0 24 95 0,63 (0,37-1,07) 16 70 0,53 (0,28-1,01)
GSTM1
+/+ 56 206 1,00 44 179 0,76 (0,46-1,26) 0,88
0/0 76 189 1,42 (0,93-2,18) 56 164 1,14 (0,72-1,82)

+ Odds Ratio (OR) ajustado para idade, género e habitos tabagista e etilista.

++ valores significativos de p para p <0,05.
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Tabela 3: Distribuicdo dos parametros clinico-histopatolégicos em relacdo aos polimorfismos nos genes GSTP1, GSTT1 e GSTM1 em pacientes

com cancer colorretal.

Progressao Tumoral (TNM) (n=201) Sitio Primério
L. Nao . 0 . . 9
Modelos Genotipos Avangado Avancado OR 1C95% p Coélon Reto OR 1C95% P
n(%) n(%)
61 (31) 140 (69)
GSTP1
Codominante A/A 31 (51) 62 (44) 1,00 42(46)  65(46) 1,00
A/G 23 (38) 65(47) 137  0,70-2,66 0,65 38(41)  64(45) 096  054-1,72
G/G 6 (10) 11 (8) 114 037-3,50 11 (12) 128) 073  029-185 0,38
Dominante A/A 31 (51) 62 (44) 1,00 42(46)  65(46) 1,00
A/G-G/G 29 (48) 76(55) 132 071248 0,38 49(3)  76(3) 091  053-157 0,74
Recessivo A/A-A/G  54(90) 127 (92) 1,00 80(87)  129(91) 1,00
G/G 6 (10) 11 (8) 1,00 034-2,95 1 11 (12) 128) 074 031181 0,52
O"erd‘;mmam A/AG/G  37(61) 73(52) 1,00 53(58)  77(54) 1,00
A/G 23 (38) 6547) 134  0,70-2,56 037 38(41) 6445 1,02 059177 0,95
Aditivo - - - 1,18 0,73-1,92 0,5 - - 0,89 0,59-1,34 0,59
GSTT1
+/+ 47 (78) 47.(78) 1,00 78(85) 114 (80) 1,00
0/0 13 (22) 20 (14) 0,57 0,26-1,27 0,17 13 (14) 27 (19) 147 0,71-3,06 0,3
GSTM1
+/+ 34 (56) 53(38) 1,00 45(495)  55(39) 1,00
0/0 26 (43) 85(61) 233 123441  0,0087+ 46(505) 86(61) 149 087257 0,14

+ Odds Ratio (OR) ajustado para idade, género e hébitos tabagista e etilista.

++ valores significativos de p para p <0,05.
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Tabela 4: Associacdo dos genétipos combinados GSTT1 / GSTM1 e GSTT1 / GSTM1 / GSTPI no risco de cancer colorretal,

progressao tumoral e sitio primaério, ajustado para sexo, idade, tabagismo e etilismo.

Progressao Tumoral (TNM) (n=198) Sitio Primario
Cancer Colorretal
Nao
Combinagao dupla de Caso Controle OR Avancado  OR Valor Célon Reto
1C95% p avancado 1C95% OR 1C95% p
genotipos (n=19) (n=738) (n=138) dep (n=81) (n=117)
(n=60)
GSTT1 GTM1
(+) (+) 68 303 1 26 42 1 34 34 1
(+) ) 97 270 1,50  (1,03-2,19) 0,033 21 76 240  (1,19-485) 0,015 36 61 1,67  (0,88-3,18) 0,118
() (+) 19 82 1,00  (0,55-1,84) 0,987 8 11 074  (0,26-2,15) 0,583 7 12 1,70 (0,59-4,94) 0,330
) ) 14 83 0,61 (0,32-1,19) 0,147 5 9 1,20 (0,354,10) 0,768 4 10 2,60 (0,72-9,46) 0,146
Nao
Combinacao tripla de Caso Controle Avancado Valor Colon Reto
OR 1C95% P Avancado OR 1C95% OR I1C95% P
genotipos (n=19) (n=519) (n=138) dep (n=81) (n=117)
(n=60)
GSTT1 GSTM1 GSTP1
(+) (+) Ile/Ile 32 96 1 12 20 1 16 10 1
+) +) Val* 36 126 1,13  (0,61-2,10) 0,689 14 22 093  (0,34-2,56) 0,883 12 17 1,81  (0,67-4,92) 0,242
©) (+) Ile/Ile 10 22 145  (0,56-3,77) 0,446 5 5 050 (0,12-2,18) 0,359 18 22 1,41 (0,33-5,98) 0,645
©) (+) Val* 9 34 0,90  (0,36-2,25) 0,822 3 6 1,07 (0,21-531) 0,936 2 7 4,57 (0,80-26,24) 0,088
(+) ) Ile/Ile 42 86 1,52 (0,81-2,83) 0,191 8 22 1,78  (0,65-4,86) 0,263 11 19 2,58  (0,99-6,75) 0,053
(+) ) Val* 55 98 185  (1,01-3,36) 0,045 10 42 292  (1,05-8,12) 0,040 19 33 2,06 (0,83-5,15) 0,120
) ) Ile/Ile 9 23 1,27  (0,48-3,40) 0,632 3 5 1,25  (0,25-6,19) 0,783 1 7 547  (0,92-32,60) 0,062
) ©) Val* 5 34 1,27 (0,11-1,08) 0,068 1 3 1,01 (0,14-7,42) 0,989 2 2 1,88 (0,27-13,33) 0,525

*Ile/Val ou Val / Ile.



Anexos 70

Tabela 5. Polimorfismos GSTT1, GSTM1 e GSTP1 em relacdo a sobrevida de

pacientes com cancer colorretal.

Polimorfismos Sobrevida Valor de p
(5 years) Log Rank
GSTT1
Positivo 64
. 0,9935
Negativo 68
GSTM1
Positivo 67
. 0,442
Negativo 63
GSTP1 A313G
AA 61
0,7056
AG 70
GG 63
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Figura 1. Curva de Kaplan-Meier para andlise de sobrevida de pacientes com
CCRE em relacao aos polimorfismos GSTT1 (A), GSTM1 (B), GSTP1 Ile105Val
©).
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