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RESUMO: As variaveis clinico-patolégicas sdo impaantes fatores que possam estaassociados a prgressao da neoplasia e,
conseqilientemente, ao pgnostico da doengaAs glutationas S-TansferasesGSTM1,GSTT1 e GSTPXkao enzimas da segunda

fase de biotransformacao que atuam na destoxificacdo de uma ampla variedade de agentes exdgenos incluindo os carcinégenos.
Os genesGSTM1 GSTT1 e GSTPX&o polimdrficos em humanos e suas variantes tém sido associadas, em algumas populacdes,
ao aumento dos riscos de neoplasia, entre elas o carcinoma colorretal. Neste estudo retrospectivo 50 biépsias de pacientes com
carcinoma colorretal do Rio Grande do Sul foram analisadas os polimorfismos nos ger@§TM1GSTT1 e GSTPIpor PCR
multiplex e RFLP, quanto as variaveis clinico-patoldgicas: localizacédo, estadiamento e défleciagdo. Nao foram encontrados
valores p significativo nas variaveis: estadiamento (p=0,28, p=0,93 e p=0,67), diferencia¢éo (p=0,70 e p=0,37) e localizagdo (p=
0,23. p= 0,58 e p= 0,60 ) respectivamente e o presen¢a do polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 nas variaveis
estadiamento e localizacad\ Unica variavel clinico-patolégica que apesentou valorsignificativo na diferenciagdo do CCR foi o
polimorfismo do gene GSTP1 lle/val e vallval (p= 0,046) entretanto, mais pesquisas sdo necessarias para confirmar estes achados
,visto que, esses resultados podem ter sido influenciados pelo nimero reduzido de bidpsias analisadas.

Descritores: GSTs, Cancer colorretaf\spectos clinico-patoldgicos.

INTRODUCAO 21, Estes valores correspondem a um risco estimado
de 13 novos casos a cada 100 mil homens e 15 para
Os tumores malignos que acometem o coloncada 100 mil mulheres. Em relacédo a mortalidade, no
e o reto representam o segundo tipo de neoplasia maBrasil, este tipo de neoplasia situa-se na quinta posi-
prevalente no mundo, apds o cancer de mama, corgdo entre as causas de Obitos mais frequentes para
uma estimativa de 2,4 milhées de casos nos Ultimosmbos 0s sexos.
cinco anos, ou seja, a cada ano estimam-se em 945 A variabilidade dos comportamentos clinico e
mil casos novo$. As estimativas para cancer bioldégico do CCR tem suscitado grande interesse pelo
colorretal (CCR) no ano de 2008 para o Brasil foi deestudo de fatores que possam estar associados a pro-
12.490 casos em homens e de 14.500 em mulherggressdo da neoplasia e, conseqiientemente, ao prog-
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nostico da doenc#® 3. O diagndstico precoc® a Outra variavel clinico-patolégica que também
idade’ localizacdo da neoplasid , graduacdo serdestudada neste artigo € a gradacao histopatologica
histolégica®® ,grau de penetragcdo na parede intestinalrefere-se a informagdes posteriores, relativas ao tu-
11 comprometimento linfonodalproducdo de muco mor primario podem ser registrado sob os seguintes
pela neoplasi®antigeno carcinoembrinonario (CEA) titulos: Grau de diferenciacdo ndo pode ser avaliado,
% invasao venosa e neuroffaddo as variaveis mais bem diferenciado, moderadamente diferenciado, pou-
frequentemente estudadas, como fatores relacionada® diferenciado e indiferenciadé.
ao prognostico do CCR. Estudos foram realizados com Varios genes polimorficos que codificam
0 intuito de discriminar o poder prognostico indepen-enzimas envolvidas na biotransformacédo de
dente das principais variaveis relacionadas ao ECR carcindgenos tém sido associados ao desenvolvimen-
%, Os resultados revelaram que os fatores que apré¢o do cancet. Trés genes em particuJdtSTM1,
sentam associacdo com a evolucédo dos doentes s8B8STT1 e GSTPdue codificam enzimas da fase Il
profundidade de infiltracdo do tumor na parede intesti-pertencentes a familia da glutationa S-transferase
nal, o comprometimento linfonodal, a presenca de(GSTSs), parecem relevantes para a suscetibilidade ao
metastases e a graduacao histolégica da neofilésia céncer?® 32 34 ¢ 42 pojs atuam na destoxificagdo de

O estadiamento patoldgico € utilizado para metabdlitos reativos de substancias carcinogénicas
avaliar o prognostico e determinar o tratamento depresentes no ambiente. Os ger@@STM1, GSTT1 e
pacientes com cancer colorretal. O estadiamento d&STP1s&o polimorficos na populagcdo huméana-
Dukes ainda é comumente utilizado embora essa clagdividuos portadores da delecao do a@®rMle/ou
sificacao foi inicialmente limitado a trés classes (A,Bdo GSTT1lem homozigose podem apresentar
e C): O estadiamenthd corresponde a carcinoma li- suscetibilidade para desenvolver alguns tipos de
mitado a parede intestinal, o estadiamento B a propaneoplasias, principalmente os tumores etiologicamente
gacao do local de carcinoma além da parede do inrelacionados aos modos e habito de vida devido a re-
testino sem envolvimento nos nodulos e o estadiamentdu¢do nos processos de detoxificac&oO
C acometimento linfonodal com a divisédo em C1: n6-polimorfismo de um Gnico nucleotideo (SNP) do gene
dulo local e C2: nddulo apical , Dukes classe D foi GSTP1é caracterizado pela transicao de adenina (A)
posteriormente adicionado para indicar a presenca dpara guanina (G), resultando a substituic&do (codon 105,
metastase distantés . Foi demonstradé’que o  Isoleucine 'Valine). Essa substituicdo ndo-sinbnima
sistema TNM poderia ser facilmente adaptado a fimresulta em uma alteracédo da atividade catalitica do
de corresponder ao Dukes. O sistema TNM da UICCproduto do gen&STP1 Devido ao fato, da mudan-
(Universal Staging System for Cancer of the colong¢a do aminoacidé ocorrer perto do sitio de ligagéo
and rectum) para a classificacdo dos tumores malighidrofébico de eletrofilos tanto o genotipo homozigoto
nos descreve a extensdo anatdbmica da doenca te(@STPL1lle/lle) e heterozigotoGSTP1lle/Val) po-
por base a avaliacdo de trés componentes: a extemlem resultar em uma diminuicdo especifica da ativi-
sdo do tumor primarid, a auséncia ou presenca e a dade e afinidade por compostos eletrofilico, podendo
extensdo de metastase em linfonodos regionais N ser um fator de risco para o desenvolvimento de
auséncia ou presenca de metastase a distancia Meoplasias® **
Esse sistema segue simples consideracdes Este estudo retrospectivo procurou
fisiopatolégicas eliminando ambigiidades e confusdocorrelacionar algumas das variaveis clinico- patolégi-
devidas as inuUmeras revisbes do procedimento dosas entre elas: localizacao; reto, colon esquerdo (des-
Duques** & Assim, o estadiamento | (Dukég o cendente , sigmoide tranverso distal), colon direito (ceco,
tumor invadi a submucosa (T1) ou a parede musculaascendente e tranverso proximal); estadiamento: tumor
(T2). No estadiamento Il (Dukes B) lesdes invadematé mucosa e musculatura prépria , tumor até serosa
através da musculatura propria na subserosa e tecou gordura perirretal e, metastase nos linfonodos e
dos pericoélica (T3) ou se infiltra no peritdnio visceral metastase a distancia e a gradacao histopatoldgica:
invadindo outros 6rgéos (T4), No estadiamento Il habem diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco
um comprometimento metastatico nos nodulos linfa-diferenciado com os polimorfismos dos geB&I M1,
ticos (N1 1 a 3 nédulos e N2 mas do que 3 nédulos) &STTle GSTPlem pacientes com carcinoma
finalmente o estadiamento IV (Dukes D). colorretal.
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METODOS Para as andlises estatisticas das variaveis cli-
nico-patoldgicas e sua associagdo com o polimorfismo
Foram avaliadas retrospectivamente 50 dos gene&STM1, GSTT@GSTP1utilizou-se o teste
biépsias de pacientes com carcinoma colorretal quantQui-quadrado d@earson com nivel de significAncia
as variaveis clinico-patolégicas: localizacdo, de 5%. Os dados foram analisados com auxilio dos
estadiamento e diferenciacdo obtidas no periodo derogramas SPSS (Statistical Package for the Social
2003 a 2005 junto ao Servico de Coloproctologia doSciences Program fékindows-verséo 13).
Hospital de Clinicas de Porfdegre (HCR), sendo

gue dessas, 43,3% eram pertencentes do sexo mascu- RESULTADOS
lino com média de idade entre (65,2 £13,2 anos). So-
mente foram incluidas as biopsias com diagnéstico con- A variavel clinico patologica localizacéo

firmado de carcinoma colorretal por meio da analisendo apresentou valores estatisticamente significa-
anatomopatologica#pos a coleta, as amostras foram tivo (p= 0,23. p= 0,58 e p= 0,60 ) na presenca do
armazenadas em formalina 10% e, logo apés, congelgsolimorfismo dos geneGSTM1, GSTT& GSTP1

das a - 20°C. Esse projeto foi aprovado pelo Comité deespectivamenteCom relacdo a localizagdo no
Etica em Pesquisa da UFGSPCEP-UFCSR) e reto: 32 % e 24%, co6lon esquerdo: 50% e 35,7%,
todos os pacientes envolvidos assinaranermo de  colon direito: 18,2% e 18,2% apresentaram delecao
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). do geneGSTM1, GSTTZXespectivamente (tabe-

O DNA gendmico foi extraido dos tecidos uti- la 1 e 2 ). No gen&STP144% e 8% no reto
lizando o kit de extracao “PureLink™ Genomic DNA 35,7% e 7,1% no c6lon esquerdo e 18,2% e 18,2%
Mini Kit” (Invitrogen®) de acordo com o procedimen- no coélon direito apresentaram o polimorfismo
to descrito pelo fabricante (Manual Kit Invitrogen). O GSTP1lile/val e val/val respectivamente ( tabela
DNA gendmico das amostras foi amplificado utilizan- 3). Nao foram observadas diferengas estatistica
do-seprimers especificos para os gen@STM1(5’ (p=0,33) no gendtip@&STML null /GSTT1 nuk
GAA CTC CCTGAAAAG CTAAAG C3 e 5GTT na combinacdo dos genotip@&STM1 null /
GGG CTCAAA TATACG GTG GI)Y*'GSTTIYS'TTC GSTT1 null/ GSTP1 ile/vale vallval (p=0,13)
CTTACT GGTCCTCACATCTC 3'e 5TCACCG qguanto a localizacdo do CCR.

GAT CAT GGC CAG CA3) e GSTP1(5' ACC Com relagcédo ao estadiamento do CCR tam-
CCAGGG CTCTAT GGGAA 3'e 5TGA GGG CAC bém nédo foram encontrados valores estatisticamente
AAG AAG CCC CT3) . Aanalise dos gen&STM1  significativo (p=0,28, p=0,93 e p=0,67a presenca do

e GSTT1foram realizadas simultaneamente pela rea-polimorfismo dos gene&STM1, GSTTE GSTP1

¢do multiplex em cadeia da polimerase (PERPmM respectivamente. O estadiamento do tumor até a
algumas modificag6e€ada reagdo consistiu em uma mucosa e musculatura prépria foi de 50% e 16,7%;
mistura contendo 100ng de DNA, 5dé 10 XTamp&o  47,1% e 29,4% no estadiamento do tumor até a serosa
de PCR (10 x 500mM KCI, 100 mitis-HCI, pH 9.0), e gordura perirretal; 20% e 25% metastase nos
15pmol de cada um dgsimersespecificos, 0,3mM linfonodos e 28,6% e 28,6% metastase a distancia apre-
dNTPs e 1U de Platinuifag DNA Polymerase High sentaram delecdo do geGSTM1, GSTTIespecti-
Fidelity (Invitrogen®) em um volume total de 50i4L.. vamente (tabela 1 e 2). No geB8TP150% e 16,7%
analise do polimorfismo do ge@®&STP1foi feita pela  apresentaram estadiamento do tumor até a mucosa e
técnica PCR-RFLP. Os produtos de amplificagéo fo- musculatura prépria, 29,4% e 5,9 % tumor até a serosa
ram analisados em gel de agarose 3% corado corau gordura perirretal, 40% e 15% metastase nos
brometo de etideo (10mg/ml) e visualizados sob luzlinfonodos e 28,6% e 0% metastase & distancia o
ultravioletaA presenca ou a auséncia dos g&®8M1  polimorfismoGSTPlile/val GSTP1val/val respecti-

e GSTT1foi detectada pela presenca ou auséncia deamente (tabela 3). Quando foi feita a combinacao
uma banda de 215 pb e uma banda 480 pb respectivaos gendétipo$<GSTML null /GSTT1 nuk GSTM1
mente. O gene GSTP1 serviu como controle interno dewull/ GSTT1 null GSTP1 ile/vak/ouval/val com o
amplificacdo, apresentando uma banda de 176pb, vistestadiamento do CCR também néo foram encontrados
que o tipo de polimorfismo em ambos o0s genes analisavalores estatisticamente significativos (p= 0,85 e p=0,72)
dos GSTM1e GSTT) é do tipo delegéo. respectivamente.
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Tabela 1 -Associacdo com as variaveis clinico-patologicas e es@nca da delecdo do gene GSTML.

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

Bem diferenciado D 0 (0

Moderadamente diferenciado (45) 16 (35,6) 0,70
Pouco diferenciado 4) 1 (25,0

Estadiamento

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

Tumor até serosa ou gordura perirretal a7 8 (47,1 0,28
Metastase nos linfonodos (20) 4 (20)

Metastase a distancia @) 2 (28,6)

Localizacdo

Reto (25) 8 (32,0

Codlon direito (12) 2 (18,2 0,23
Célon esquerdo (14) 7 (50,0)

Tabela 2 -Associacdo com as variaveis clinico-patolégicas e esgmca da delecdo do gene GSTT1.

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

Bem diferenciado (D) 0 (0

Moderadamente diferenciado (45) 13 (28,9) 0,37
Pouco diferenciado 4) 0 (0

Estadiamento

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

Tumor até serosa ou gordura perirretal an 5 (29,4) 0,93
Metastase nos linfonodos (20) 5 (25)

Metéstase a distancia (7 2 (28,6)

Localizacao

Reto (25) 6 (24,0

Coélon direito (11) 2 (18,2 0,58
Colon esquerdo (14) 5 (357)

A Unica variavel clinico-patologica que apre- diferenciagdo do CCR também nZo foram encontra-
sentou valor significativo na diferenciacao do CCR foi dos valores estatisticamente significativos (p=0,87 e

o polimorfismo do gene GSTP1 lle/val e val/val (p= p=0,11) respectivamente.
0,046) (tabela 3). O polimorfismo dos outros genes

GSTM1 e GSTT1 quando correlacionado com a dife- 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 combina¢aaaracteristicas clinico-patoldgicas néo foram associa-

dos genotipoGSTM1 null /GSTT1 nuk GSTM1  das com a preseagdo polimorfismo das principais
null/ GSTT1 null GSTP1 ile/vak/ouvallvalcom a  isoformas da GST(GSTM1, GSTT1 e GSTP1) po-
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Tabela 3 -Associagdo com as varidveis clinico-patolégicas e esgmca do polimorfismo do gene GSTP1.

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

Bem diferenciado D)

ilefile 0 (0
ile/val 0 (0
vallval 1 (100) 0,046
Moderadamente diferenciado (45)

ilefile 25 (55,6)
lle/val 16 (35,6)
val/val 4 (8,9
Pouco diferenciado 4)

ilefile 2 (50)
lle/val 2 (50)
val/val 0 (0
Estadiamento

Tumor até mucosa e musculatura propria (6) 0,67
ilefile 2 (333
ile/val 3 (50)
valival 1 (16,7)
Tumor até serosa ou gordura perirretal @

ilefile 1 (64,7)
ilefval 5 (29,4)
vallval 1 (59
Metastase nos linfonodos (20)

ilefile 9 (45)
ilefval 8 (40)
val/val 3 (15
Metastase a distancia )

ilefile 5 (71,4)
ile/val 2 (28,6)
vallval 0 (0
Localizacdo

Reto (25)

ilefile 12 (48)
ile/val 11 (44,0 0,60
valival 2 (8
Colon direito (12)

ilefile 7 (63,6)
ilefval 2 (18,2
val/val 2 (18,2
Coélon esquerdo (14)

ilefile 8 (57,1)
ile/val 5 (357)
val/val 1 (7))
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carcindgenas presentes no ambiente o0 que torna 0s
resultados inconsistentes visto que estudos
epidemiol6gicos sugerem que até 80% dos canceres
humanos surgem como consequéncia da exposicao
ambiental® principalmente os tumores etiologicamente
relacionados aos modos e hébito de vida devido como
o CCR

A maioria das malignhidades no CCR estéo
localizadas no célon sigméide e no reto (60-70%)
36, 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 né&o foi encontra-
do valor significativo quanto a localizagcédo deve-
mos considerar o pequeno nimero de bidpsias ana-
lisadas. De acordo com alguns autotes® nos
ultimos anos tem-se visto um aumento na incidén-
cia do tumor no colon proximal (colon ascendente
a transverso). No cancer hereditario colorretal, o
tumor esta preferencialmente localizado no célon
proximal?®.

O prognostico esta intimamente relacionado
com o estadiamento do tumor na apresentacdo e na
técnica cirtgica® %, A Gnica variavel clinica que se
mostrou significativa foi a diferenciacdo no gene
GSTP1, entretanto em termos préticos a diferenciagéo
do CCR possui pouco ou nenhum impacto clinico, pois
nao existem evidéncias suficientes de que esta classi-
ficacdo possa afetar a sobrevivéncia ou servir como
um guia para decidir o tipo de quimioterapia adjuvante
ou radioterapid®.

CONCLUSAO

Figura 1 - PCR Multiplex analisado em gel de agarose 3%.

Canaletal, marcador de peso molecular de 100pb; canaleta 2, 3 e Nest tudo nao foi ivel estabel
8, individuo sem delecdo GSTML1 (+) /GSH); canaleta 4, indi- este estudo nao fol possivel estabelecer uma

viduo com delecéo do GSTMIll; canaleta 5 e 7, individuo com associacao entre as variaveis clinico-patoldgicas:

delecdo GSThull canaleta 6, individuo com delecéo GSTidl estadiamento, localizacéo e diferenciacdo no CCR com

/GSTT null. a delecéo do gene GSTM1, GSTT1 e o polimorfismo
GSTP1 nas variaveis estadiamento e localizagéo sepa-

, . . ) rados e combinadds unica variavel que mostrou ser
dendo sugerir que além dos polimorfismos herdado dgjyhificativa foi a diferenciagéo do CCR na presenca

GSTs, os individuos podem diferir na atividade da enzimay polimorfismo do gene GSTP1 lle/val e valival en-
por causa da exposicdo diferencial aos compostOgetanto, mais pesquisas séo necessarias para confir-
bioativos® assim, para analise do perfil das isoenzimas,, ;- astes achados Visto que, esses resultados podem

GSTs devemos levar em conta além do polimorfiSmoye i influenciados pelo niimero reduzido de bidpsias
herdado destas isoenzimas a exposicao a substancigsjisadas
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ABSTRACT: The clinical and pathological variables ae important factors that may be associated with tumoiprogression and
consequently the prognoses of the diseas&he glutathione S-TansferasesGSTM1,GSTT1 and GSTPlare enzymes fom the
second phase |l of biotransformation that work in the detoxificatin pathways of a wide range of exogen agents including the
carcinogens. TheGSTM1GSTT1and GSTP1genes are polymorphic in humans and their variants have been related in some
populations an increased neoplasia risks, including colectal cancer In this retrospective study 50 biopsies of patients with
colorectal carcinoma of South Brazilian were analyzed polymorphisms in the genes GSTM1, 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 GSTP1 in variables staging and location. The only
clinicopathological variable that showed significant value in the differentiation of CCR was the polymorphism GSTP1 ile/val and
val/val (p= 0,046), howevermore reseach is needed to confirm these findings, since thesesults may have been influenced by

the reduced number of biopsies analyzed.

Key words: GSTs, colorectal cancetlinicopathological aspects.
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