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RESUMO: As variaveis clinico-patolégicas sdo importantes fatores que possam estar associados a progressdo da neoplasia e,
conseqiientemente, ao prognostico da doenca. As glutationas S-Transferases GSTM1, GSTT1 e GSTP1 sdo enzimas da segunda
fase de biotransfor macdo que atuam na destoxificacdo de uma ampla variedade de agentes exdgenos incluindo os car cinégenos.
Os genes GSTM1 GSTT1 e GSTP1 sdo polimorficos em humanos e suas variantes tém sido associadas, em algumas populaces,
a0 aumento dos riscos de neoplasia, entre elas o carcinoma colorretal. Neste estudo retrospectivo 50 bidpsias de pacientes com
carcinoma colorretal do Rio Grande do Sul foram analisadas os polimor fismos nos genes GSTM1 GSTT1 e GSTP1 por PCR
multiplex e RFLP, quanto as variaveis clinico-patoldgicas. localizagédo, estadiamento e diferenciagéo. N&o foram encontrados
valores p significativo nas variaveis. estadiamento (p=0,28, p=0,93 e p=0,67), diferenciacdo (p=0,70 e p=0,37) e localizagdo (p=
0,23. p= 0,58 e p= 0,60 ) respectivamente e o presenga do polimorfismos dos genes GSTM 1, GSTT1 e GSTP1 nas variaveis
estadiamento e localizacé@o. A Unica variavel clinico-patoldgica que apresentou valor significativo na diferenciacéo do CCR foi o
polimorfismo do gene GSTP1 Ile/val e val/val (p=0,046) entretanto, mais pesquisas sdo necessarias para confirmar estes achados
,visto que, esses resultados podem ter sido influenciados pelo niumero reduzido de bidpsias analisadas.

Descritores; GSTs, Cancer colorretal, Aspectos clinico-patol 6gicos.

INTRODUCAO

Os tumores malignos que acometem o colon
eoreto representam o segundo tipo de neoplasiamais
prevalente no mundo, apds o cancer de mama, com
uma estimativa de 2,4 milh&es de casos nos ultimos
cinco anos, ou seja, a cada ano estimam-se em 945
mil casos novos °. As estimativas para cancer
colorretal (CCR) no ano de 2008 para o Brasil foi de
12.490 casos em homens e de 14.500 em mulheres

21, Estes valores correspondem a um risco estimado
de 13 novos casos a cada 100 mil homens e 15 para
cada 100 mil mulheres. Em relagdo a mortalidade, no
Brasil, este tipo de neoplasia situa-se na quinta posi-
cdo entre as causas de 6bitos mais frequentes para
ambos os sexos 3.

A variabilidade dos comportamentos clinico e
biol6gico do CCR tem suscitado grande interesse pelo
estudo de fatores que possam estar associados a pro-
gresséo da neoplasia e, conseqlientemente, a0 prog-
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nostico da doenca %% %. O diagndstico precoce * a
idade 7 localizac&o da neoplasia ** , graduacdo
histol6gica *® ,grau de penetracéo na parede intestinal
1 comprometimento linfonodal ? produgdo de muco
pelaneoplasia ¢ antigeno carcinoembrinonario (CEA)
% invasao venosa e neuronal # sdo as varidveis mais
frequentemente estudadas, como fatores rel acionados
ao prognostico do CCR. Estudos foram realizados com
0 intuito de discriminar o poder progndstico indepen-
dente das principais variaveis relacionadas ao CCR 2
%, Os resultados revelaram que os fatores que apre-
sentam associagdo com a evolugdo dos doentes séo:
profundidade de infiltracdo do tumor na parede intesti-
nal, o comprometimento linfonodal, a presenca de
metastases e a graduacdo histol6gicadaneoplasia®* .
O estadiamento patolégico é utilizado para
avaliar o prognéstico e determinar o tratamento de
pacientes com cancer colorretal. O estadiamento de
Dukes ainda € comumente utilizado emboraessaclas-
sificagdo foi inicialmentelimitado atrésclasses (A, B
e C): O estadiamento A corresponde a carcinoma li-
mitado & paredeintestinal, o estadiamento B a propa-
gacdo do local de carcinoma aém da parede do in-
testino sem envolvimento nos nddul os e o estadiamento
C acometimento linfonodal com adivisdo em C1: n6-
dulo local e C2: nédulo apical , Dukes classe D foi
posteriormente adicionado paraindicar apresencade
metéstase distantes ' 4. Foi demonstrado % que o
sistema TNM poderia ser facilmente adaptado a fim
de corresponder ao Dukes. O sistema TNM daUICC
(Universal Staging System for Cancer of the colon
and rectum) para a classificagdo dos tumores malig-
nos descreve a extensdo anatébmica da doenca tem
por base a avaliagdo de trés componentes. a exten-
s80 do tumor primario T, a auséncia ou presenca e a
extensdo de metastase em linfonodos regionais N e
auséncia ou presenca de metastase a distancia M.
Esse sistema segue simples consideracfes
fisiopatol 6gi cas eliminando ambiguidades e confusdo
devidas as inimeras revisbes do procedimento dos
Duques % 8, Assim, o estadiamento | (Dukes A) o
tumor invadi a submucosa(T1) ou aparede muscular
(T2). No estadiamento |1 (Dukes B) lesGes invadem
através da musculatura prépria na subserosa e teci-
dos pericolica(T3) ou seinfiltrano periténio visceral
invadindo outros 6rgdos (T4), No estadiamento |11 ha
um comprometimento metastatico nos nédulos linfa-
ticos (N1 1 a3 nédulos e N2 mas do que 3 nédulos) e
finalmente o estadiamento 1V (Dukes D).
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Outravariavel clinico-patol 6gicaque também
seraestudada neste artigo é agradacao histopatol égica
refere-se a informacOes posteriores, relativas ao tu-
mor primario podem ser registrado sob os seguintes
titulos: Grau de diferenciacéo ndo pode ser avaliado,
bem diferenciado, moderadamente diferenciado, pou-
co diferenciado eindiferenciado ©°.

Varios genes polimérficos que codificam
enzimas envolvidas na biotransformacdo de
carcindgenos tém sido associados ao desenvolvimen-
to do cancer . Trés genes em particular, GSTM1,
GSTT1 e GSTP1 gue codificam enzimas da fase 11
pertencentes a familia da glutationa S-transferase
(GSTs), parecem relevantes para a suscetibilidade ao
cancer 2 3234e42 nojs atuam na destoxificacdo de
metabdlitos reativos de substancias carcinogénicas
presentes no ambiente. Os genes, GSTM1, GSTT1 e
GSTP1 séo polimorficos na populagdo humana3. In-
dividuos portadores da delecdo do alelo GSTM1 e/ou
do GSTT1 em homozigose podem apresentar
suscetibilidade para desenvolver alguns tipos de
neoplasias, principal mente ostumores etiol ogicamente
relacionados aos modos e hébito de vidadevido are-
ducéo nos processos de detoxificagdo = O
polimorfismo de um Unico nucleotideo (SNP) do gene
GSTP1 é caracterizado pelatransi¢éo de adenina (A)
paraguanina(G), resultando asubstituicdo (codon 105,
Isoleucine’! Valine). Essa substitui¢cdo ndo-sinbnima
resulta em uma alteracdo da atividade catalitica do
produto do gene GSTP1. Devido ao fato, da mudan-
ca do aminoéacido * ocorrer perto do sitio de ligacéo
hidrof 6bico de eletréfilostanto o gendtipo homozigoto
(GSTPL1 llellle) e heterozigoto (GSTP1 lle/Val) po-
dem resultar em uma diminuigdo especifica da ativi-
dade e afinidade por compostos el etrofilico, podendo
ser um fator de risco para o desenvolvimento de
neoplasias 8 4

Este estudo retrospectivo procurou
correlacionar algumas das varidveis clinico- patol 6gi-
cas entre elas. localizacdo; reto, colon esquerdo (des-
cendente, sgmadidetranversodistal), colén direito (ceco,
ascendente etranverso proximal); estadiamento: tumor
até mucosa e musculatura propria , tumor até serosa
ou gordura perirretal e, metastase nos linfonodos e
metéstase a distancia e a gradacdo histopatol ogica:
bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco
diferenciado com os polimorfismosdosgenes GSTM1,
GSTT1 e GSTP1 em pacientes com carcinoma
colorretal.
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METODOS

Foram avaliadas retrospectivamente 50
bi 6psias de pacientes com carcinomacol orretal quanto
as variaveis clinico-patoldgicas: localizagéo,
estadiamento e diferenciacéo obtidas no periodo de
2003 a 2005 junto ao Servico de Coloproctologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), sendo
que dessas, 43,3% eram pertencentes do sexo mascu-
lino com média de idade entre (65,2 £13,2 anos). So-
mente foram incluidas as bi 6psias com diagndstico con-
firmado de carcinoma colorretal por meio da andlise
anatomopatol 6gica. Apds a coleta, as amostras foram
armazenadas em formalina 10% e, 1ogo apos, congela-
dasa- 20°C. Esse projeto foi aprovado pelo Comitéde
Etica em Pesquisa da UFCSPA (CEP-UFCSPA) e
todos os pacientes envolvidos assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

O DNA gendmico foi extraido dostecidos uti-
lizando o kit de extragdo “PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit” (Invitrogen®) de acordo com o procedimen-
to descrito pelo fabricante (Manual Kit Invitrogen). O
DNA gendmico das amostras foi amplificado utilizan-
do-se primers especificos para os genes GSTM1 (5’
GAA CTCCCT GAAAAGCTAAAGC3 e5 GTT
GGG CTCAAATATACGGTGGI)*GSITL(5TTC
CTTACT GGT CCT CACATCTC 3 e5 TCA CCG
GAT CAT GGC CAG CA 3) #e GSTP1 (5 ACC
CCAGGGCTCTAT GGGAA3 e5 TGAGGGCAC
AAGAAGCCCCT 3) Y. AandlisedosgenesGSTM1
e GSTT1 foram realizadas simultaneamente pela rea-
¢do multiplex em cadeia da polimerase (PCR) ** com
a gumas madificagdes. Cadareagdo consistiu em uma
mistura contendo 100ng de DNA, 5uL de 10 x Tampé&o
de PCR (10 x 500mM KCI, 100 mM Tris-HCI, pH 9.0),
15pmol de cada um dos primers especificos, 0,3mM
dNTPs e 1U de Platinum Tag DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen®) em um volumetotal de 50pL. A
andise do polimorfismo do gene GSTP1 foi feita pela
técnica PCR-RFLP . Os produtos de amplificacéo fo-
ram analisados em gel de agarose 3% corado com
brometo de etideo (10mg/ml) e visualizados sob luz
ultravioleta. A presencaou aausénciados genes GSTM1
e GSTT1 foi detectada pela presenca ou auséncia de
uma banda de 215 pb e uma banda 480 pb respectiva-
mente. O gene GSTPL serviu como controle interno de
amplificagdo, apresentando umabanda de 176pb, visto
que o tipo de polimorfismo em ambos 0s genes analisa-
dos (GSTM1 e GSTT1) é do tipo delecéo.
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Para as andlises estatisticas das variaveis cli-
nico-patol égicas e suaassociagdo com o polimorfismo
dosgenesGSTM1, GSTT1 e GSTP1, utilizou-se o teste
Qui-quadrado de Pearson, com nivel de significancia
de 5%. Os dados foram analisados com auxilio dos
programas SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences Program for Windows-versdo 13).

RESULTADOS

A variavel clinico patologica localizagdo
nao apresentou val ores estatisticamente significa-
tivo (p= 0,23. p= 0,58 e p= 0,60 ) na presenca do
polimorfismo dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1
respectivamente. Com relacéo a localizagéo no
reto: 32 % e 24%, célon esquerdo: 50% e 35,7%,
colon direito: 18,2% e 18,2% apresentaram del egdo
do gene GSTM1, GSTTL1 respectivamente (tabe-
lale2). No gene GSTP1 44% e 8% no reto
35,7% e 7,1% no c6lon esquerdo e 18,2% e 18,2%
no colon direito apresentaram o polimorfismo
GSTP1 ile/val e val/val respectivamente ( tabela
3). N&o foram observadas diferengas estatistica
(p=0,33) no gendtipo GSTM1 null /GSTT1 null e
na combinacdo dos genétipos GSTM1 null /
GSTT1 null / GSTP1 ile/val e val/val (p=0,13)
quanto alocalizagéo do CCR.

Com relagdo ao estadiamento do CCR tam-
bém ndo foram encontrados valores estatisticamente
significativo (p=0,28, p=0,93 e p=0,67) napresencado
polimorfismo dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1
respectivamente. O estadiamento do tumor até a
mucosa e musculatura propria foi de 50% e 16,7%;
47,1% e 29,4% no estadiamento do tumor até a serosa
e gordura perirretal; 20% e 25% metastase nos
linfonodos e 28,6% e 28,6% metastase adistanciaapre-
sentaram delecdo do gene GSTM1, GSTT1 respecti-
vamente (tabela 1 e 2). No gene GSTP1 50% e 16,7%
apresentaram estadiamento do tumor até a mucosa e
muscul aturaprépria, 29,4% e 5,9 % tumor até aserosa
ou gordura perirretal, 40% e 15% metastase nos
linfonodos e 28,6% e 0% metastase & distancia o
polimorfismo GSTP1 ile/val GSTP1 val/val respecti-
vamente (tabela 3). Quando foi feita a combinagdo
dos gendtipos GSTM1 null /GSTT1 null e GSTM1
null/ GSTT1 null / GSTP1 ile/val e/ou val/val com o
estadiamento do CCR também n&o foram encontrados
valores estatisticamente significativos (p= 0,85 e p=0,72)
respectivamente.
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Tabela 1 - Associagdo com as variaveis clinico-patoldgicas e a presenca da delecdo do gene GSTM1.

Caracteristicas Clinicas(n) Polimorfismo GSTM, (%) p
Diferenciacao

Bem diferenciado (D) 0 (©

M oderadamente diferenciado (45) 16 (356) 0,70
Pouco diferenciado (@] 1 (250

Estadiamento

Tumor até mucosa e musculatura prépria (6) 3 (50,0

Tumor até serosa ou gordura perirretal @n 8 (47 0,28
M etéstase nos linfonodos (20) 4 (20)

Metéstase a distancia @) 2 (286)

L ocalizagdo

Reto (25) 8 (320

Cdlondireito (12) 2 (18,2 0,23
Colon esguerdo (14) 7 (50,0)

Tabela 2 - Associacdo com as variaveis clinico-patologicas e a presenca da delecdo do gene GSTT1.

Caracteristicas Clinicas(n) Polimorfismo GSTM, (%) p
Diferenciacéo

Bem diferenciado @D 0 (0

M oderadamente diferenciado (45) 13 (289 0,37
Pouco diferenciado (@] 0 (0

Estadiamento

Tumor até mucosa e muscul atura propria (6) 1 (16,7

Tumor até serosa ou gordura perirretal a7 5 (294) 0,93
Metastase nos linfonodos (20) 5 (25

Metastase a distancia @) 2 (286)

L ocalizagéo

Reto (25) 6 (24,0

Cdlondireito (11) 2 (182 0,58
Colon esguerdo (14) 5 (357)

A Unicavariavel clinico-patol 6gica que apre- diferenciacdo do CCR também ndo foram encontra-
sentou valor significativo nadiferenciacéo do CCRfoi dos valores estatisticamente significativos (p=0,87 e
o polimorfismo do gene GSTPL1 lle/val e val/va (p= p=0,11) respectivamente.
0,046) (tabela 3). O polimorfismo dos outros genes

GSTM1 e GSTT1 quando correlacionado com adife- DISCUSSAO
renciacdo do CCR, ndo apresentaram valores estatis-
ticamente significativo (p=0,70 e p=0,37) respectiva- Nossos resultados mostraram que as principais

mente (tabela 1 e 2). Quando foi feita a combinagdo  caracteristicas clinico-patol gicas ndo foram associa-
dos gendtipos GSTM1 null /GSTT1 null e GSTM1 das com a presencga do polimorfismo das principais
null/ GSTT1 null / GSTP1 ile/val e/ou val/val com a isoformas da GSTs (GSTM1, GSTT1 e GSTP1) po-
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Tabela 3 - Associagdo com as variaveis clinico-patoldgicas e a presenca do polimorfismo do gene GSTPL.

Caracteristicas Clinicas(n) Polimorfisno GSTM, (%) p
Diferenciacéo

Bem diferenciado (1)

ilefile 0 (0
ileivad 0 (0
va/vd 1 (100) 0,046
M oderadamente diferenciado (45)

ilefile 25 (55,6)
lleiva 16 (35,6
val/va 4 (89
Pouco diferenciado 4

ilelile 2 (50
lle/val 2 (50
valvd 0 (0
Estadiamento

Tumor até mucosa e musculatura prépria (6) 0,67
ileile 2 (333
ileiva 3 (50)
val/va 1 (16,7)
Tumor até serosa ou gordura perirretal a7

ilefile n (4,7
ilefva 5 (294)
val/vd 1 (59
M etastase nos linfonodos (20)

ilelile 9 (45
ilefva 8 (40
valvd 3 (15
Metéstase a distancia (7

ileile 5 (71,9
ileiva 2 (286)
val/vd 0 (O

L ocalizacao

Reto (25)

ilefile 12 (48)
ileiva 1 (44,0 0,60
val/vd 2 (8
Cdlondireito (11)

ilefile 7 (63,6)
ilefva 2 (18,2
va/va 2 (182
Cdlon esguerdo (14

ileile 8 (57,0
ileiva 5 (357
va/va 1 (7))
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Figura 1 - PCR Multiplex analisado em gel de agarose 3%.
Canaletal, marcador de peso molecular de 100pb; canaleta2, 3e
8, individuo semdelecéo GSTM1 (+) /GSTT, (+); canaleta 4, indi-
viduo com delecéo do GSTM1 null; canaleta 5 e 7, individuo com
delecdio GSTT, null canaleta 6, individuo comdelegdo GSTM1 nulll
IGSTT, null.

dendo sugerir que além dos polimorfismos herdado da
GSTs, osindividuospodem diferir naatividade daenzima
por causa da exposi¢do diferencial aos compostos
bioativos® assim, paraandlise do perfil dasisoenzimas
GSTs devemos levar em conta além do polimorfismo
herdado destas isoenzimas a exposi¢do a substancias
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carcinégenas presentes no ambiente o que torna os
resultados inconsistentes visto que estudos
epidemiol 6gicos sugerem que até 80% dos canceres
humanos surgem como consequéncia da exposi¢ao
ambiental *° princi pal mente ostumores etiol ogicamente
rel acionados aos modos e habito de vida devido como
0 CCR.

A maioriadas malignidades no CCR estao
localizadas no c6lon sigmadide e no reto (60-70%)
% Neste trabalho podemos verificar que a maior
parte dos individuos com CCR que apresentam
polimorfismo em alguns destes genes, o tumor es-
tava localizado no reto embora ndo foi encontra-
do valor significativo quanto a localizagdo deve-
mos considerar o pequeno numero de biépsias ana-
lisadas. De acordo com alguns autores 2% *° nos
ultimos anos tem-se visto um aumento naincidén-
ciado tumor no colon proximal (célon ascendente
atransverso). No cancer hereditério colorretal, o
tumor esta preferencialmente localizado no célon
proximal -

O progndstico esta intimamente relacionado
com o estadiamento do tumor na apresentacéo e na
técnica cirtrgica ® “. A Unicavariavel clinica que se
mostrou significativa foi a diferenciagdo no gene
GSTPL, entretanto em termos praticos adiferenciacao
do CCR possui pouco ou nenhum impacto clinico, pois
ndo existem evidéncias suficientes de que esta classi-
ficagdo possa afetar a sobrevivéncia ou servir como
um guiaparadecidir o tipo de quimioterapiaadjuvante
ou radioterapia *°.

CONCLUSAO

Neste estudo ndo foi possivel estabelecer uma
associagdo entre as variaveis clinico-patologicas:
estadiamento, localizag&o ediferenciaco no CCR com
adelecdo do gene GSTM1, GSTT1 e o polimorfismo
GSTP1 nasvariaveis estadiamento elocalizacdo sepa-
rados e combinados A Unica variavel que mostrou ser
significativafoi a diferenciagdo do CCR na presenca
do polimorfismo do gene GSTPL1 lle/val e val/va en-
tretanto, mais pesquisas sao necessarias para confir-
mar estes achados ,visto que, esses resultados podem
ter sido influenciados pel 0 nimero reduzido de bidpsias
analisadas.
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ABSTRACT: The clinical and pathological variables are important factors that may be associated with tumor progression and
consequently, the prognoses of the disease. The glutathione S-Transferases GSTM1, GSTT1 and GSTP1 are enzymes from the
second phase |1 of biotransformation that work in the detoxificatin pathways of a wide range of exogen agents including the
carcinogens. The GSTM1 GSTT1 and GSTP1 genes are polymorphic in humans and their variants have been related in some
populations an increased neoplasia risks, including colorectal cancer. In this retrospective study 50 biopsies of patients with
colorectal carcinoma of South Brazilian were analyzed polymor phismsin the genes GSTM 1, GSTT1 and GSTP1 by Multiplex
PCR and RFLP for the clinical and pathological variables: location, stage and differentiation. There were no significant p values
for the variables: stage (p=0,28, p=0,93 e p=0,67), differentiation (p=0,70 e p=0,37) and location (p= 0,23. p= 0,58 e p= 0,60 )
respectively and the presence of polymorphism of GSTM1, GSTT1 and GSTPL1 in variables staging and location. The only
clinicopathological variablethat showed significant valuein the differentiation of CCR wasthe polymorphism GSTP1ile/val and
val/val (p= 0,046), however, more research is needed to confirm these findings, since these results may have been influenced by
the reduced number of biopsies analyzed.

Key words: GSTs, colorectal cancer, clinicopathological aspects.
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