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As glutationas S-Transferases GSTMI, GSTT1 e GSTPI sao enzimas da segunda fase de biotransformagdo que atuam na desto-
xificacdo de uma ampla variedade de agentes exégenos incluindo os carcinégenos. Os genes GSTMI, GSTT1 e GSTP1 sao polimérficos
em humanos e suas variantes tém sido associadas, em algumas populagdes, ao aumento dos riscos de neoplasia, entre elas o
carcinoma colorretal. Neste estudo caso-controle, analisamos os polimorfismos nos genes GSTM1, GSTT1 e GSTPI por PCR multiplex
e RFLE em bidpsias de carcinoma colorretal (CCR) obtidas de pacientes do Rio Grande do Sul. Nao houve associacdo entre a presenca do
polimorfismo nos genes GSTM1, (0/0), GSTTI (0/0) e GSTPI (lle/Val; Val/Val) e o aumento no desenvolvimento de Cancer colorretal
(OR=1,94 IC: 0,86-4,3), (OR=1,0 1C=0,40-2,4) e (OR=0,69 IC: 0,3-1,6; OR=0,58 IC: 0,16-2,0) respectivamente. Nossos resultados
nao confirmam a ocorréncia de associacdo especifica entre os polimorfismos GS7TM1, GSTT1 e GSTPI analisados de modo inde-
pendente como em conjunto, com o desenvolvimento do carcinoma colorretal numa amostra da populacao do Rio Grande do Sul.

GSTs, cancer colorretal, polimorfismo, susceptibilidade genética.

The glutathione S-Transferases GSTM1, GSTT1 and GSTPI are enzymes of the second phase II of cell-metabolism which work in the
detoxification pathways of a wide range of exogenous agents including carcinogens. The GSTMI, GSTTI and GSTP1 genes are
polymorphic in humans and their variants have been related in some populations with an increased risk for neoplasia, including
colorectal cancer. In this case-control study, we analysed the polymorphisms present in GSTM1, GSTT! and GSTP! by multiplex PCR
and RFLE in biopsies of colorectal cancer obtained from patients in South of Brazil. There was no association between the GS7TM I,
(0/0), GSTT1 (0/0) and GSTP! (1le/Val; Val/Val) polymorphisms and an increase in the colorectal cancer development (OR=1,94 IC:
0,86-4,3), (OR=1,0 1C=0,40-2,4) and (OR=0,69 IC: 0,3-1,6; OR=0,58 IC:0,16-2,0) respectively. Our results did not support an
involvement of these specific GS7TM1, GSTT! and GSTP! genes polymorphisms, either independently or in combination, in
susceptibility to CCR in the tested South Brazilian population.

GSTs, colorectal cancer, polymorphism, genetic susceptibility.
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As neoplasias no célon e no reto sdo responsaveis por
uma grande mortalidade em todo o mundo, consti-
tuindo a terceira causa de morte por cancer e a segunda
em paises desenvolvidos®'. Estudos epidemiolégicos su-
gerem que até 80% dos canceres humanos surgem como
consequéncia da exposicdo ambiental. A variabilidade
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dos comportamentos clinicos e biolégicos do carcinoma
colorretal (CCR) tem suscitado grande interesse, visando
o estudo de fatores que possam estar associados a
progressao da neoplasia. A evolucao das células epiteliais
normais para adenoma benigno e carcinoma envolve
multiplas etapas com alteragdes histoldgicas e mudangas
genéticas®.

Segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer
(INCA). A incidéncia deste carcinoma estimada para o
Brasil em 2008 foi de 12.490 casos em homens e de
14.500 em mulheres. Estes valores correspondem a um
risco estimado de 13 novos casos a cada 100 mil homens
e 15 para cada 100 mil mulheres. Em relacdo a morta-
lidade, no Brasil, este tipo de neoplasia situa-se na
quinta posicao entre as causas de dbitos mais frequentes
para ambos os sexos. De acordo com o Ministério da Satde
(2003), este tumor é responsavel por 13,4% da morta-
lidade para todas as idades e 21% para a faixa entre 60
e 64 anos. E importante salientar que todas as regides
do Brasil apresentaram tendéncia de aumento das taxas
de mortalidade durante o periodo de 1979 a 2005 (DATASUS
— Ministério da Satde, 2003).

A estimativa de risco nas populagdes para CCR podem
ser classificadas em: (1) populacao de baixo risco: pacientes
com idade superior a 50 anos e sem outros fatores de
risco para CCR; (2) populacao de risco moderado: pacientes
com histéria familiar de CCR em um ou mais parentes de
primeiro grau, histdria pessoal de pdlipo maior do que 1
cm ou multiplos pélipos de qualquer tamanho e os
individuos com antecedente pessoal de CCR tratado com
intencao curativa; e (3) populacdo de alto risco: indivi-
duos com histéria familiar de CCR hereditario na forma
de PAF (polipose adenomatosa familiar) ou HNPCC (cancer
colorretal hereditario sem polipose), ou com diagndstico
de doenca inflamatéria intestinal na forma de pancolite
ou colite esquerda. Desta forma, a alta incidéncia do
CCR e a diferenca nos resultados do tratamento, de
acordo com o estadio da doenca, justificam os esforcos
para deteccdo precoce e de seu rastreamento em
populacdes consideradas de risco para a doenca®.

Os biomarcadores moleculares precoces da carcino-
génese fornecem informacdes diagnésticas associada
com o desenvolvimento do cancer antes mesmo do apa-
recimento do tumor e até mesmo dos pélipos. A expressao
de um biomarcador para ser utilizado no diagndstico
precoce de cancer deve ser diferentemente expressa em
condi¢des normais, pré-malignas e malignas, entretanto,
atualmente poucos sao os biomarcadores que mostram
um diferencial padrao de expressao. Varios biomarcadores
tém sido proposto na carcinogénese do CCR entre eles
destacam-se a familia GSTs por atuarem no inicio da
etapa de carcinogénese, impedindo a acumulacdo de danos
no DNA através da detoxificagdo dos compostos carci-
nogénicos citados anteriormente, evitando desta maneira
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a indugdo de mutagdes em protooncogenes, genes su-
pressores tumorais e possivelmente genes que regulam
a apoptose. Existem ainda outros biomarcadores, um
muito utilizado € a mutagdo do gene APC, mas, ao
contrario da GSTs, quando detectado indica que a célula
colorretal esta em progressdo maligna. Assim, cada vez
mais vem se dando importancia para estudos que visem
genes que possam servir como biomarcadores nas

etapas precoces da carcinogénese'.

Varios genes polimérficos que codificam enzimas en-
volvidas na biotransformagao de carcinégenos tém sido
associados ao desenvolvimento do cancer*. Trés genes
em particular, GSTMI, GSTT! e GSTPI! que codificam
enzimas da fase II pertencentes a familia da glutationa
S-transferase (GSTs), parecem relevantes para a sus-
cetibilidade ao cancer®”* *'¢*, pois atuam na detoxi-
ficacdo de metabdlitos reativos de substancias carcino-
génicas presentes no ambiente. Além dos polimorfismos
herdados nas GSTs, os individuos podem diferir na
atividade da enzima por causa da exposicao diferencial
aos compostos bioativos.'® A carcinogénese quimica € a
transformacdo neopldsica produzida por substancias
quimicas e pode ser dividido em dois estagios: A
iniciagdo refere-se a indugao de determinada alteragao
irreversivel (mutacdes) no genoma das células. As
células iniciadas nao sao células transformadas; nao
possuem autonomia para seu crescimento. Todavia , ao
contrario das células normais, dao origem a tumores
quando apropriadamente estimuladas com agentes pro-
motores. A segunda etapa é a promogao e refere-se ao
processo de inducdo de um tumor em células previa-
mente iniciadas por substancias quimicas denominadas
promotores. Os promotores nao afetam o DNA e nao sao
tumorogénicos®.

Os genes, GSTM1, GSTT! e GSTP1 sao polimorficos na
populagdo humana®. Individuos portadores da delecao
do alelo GSTM1 e/ou do GSTT! em homozigose podem
apresentar suscetibilidade para desenvolver alguns
tipos de neoplasias, principalmente os tumores etiologi-
camente relacionados aos modos e habitos de vida devido
a redugdo nos processos de detoxificagao™. O polimorfismo
de um dnico nucleotideo (SNP) do gene GS7TP! é carac-
terizado pela transicao de adenina (A) para guanina (G),
resultando a substituicao na substituicao Isoleucina —
Valina (cédon 105). Essa substituicdo nao-sinénima resulta
em uma alteracdo da atividade catalitica do produto do gene
GSTPI. Devido ao fato da mudanca do aminodcido' ocorrer
perto do sitio de ligacdo hidrofébico de eletréfilos tanto
o genétipo homozigoto (GS7P! lle/lle) e heterozigoto (GS7P!
Ile/Val) podem resultar em uma diminuicdo especifica
da atividade e afinidade por compostos eletrofilicos, po-
dendo ser um fator de risco para o desenvolvimento de
neoplasias®*. O presente estudo teve como objetivo
investigar a relacao entre a presenca dos polimorfismos
dos genes GSTM1, GSTTI e GSTP1 e o desenvolvimento
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de carcinoma colorretal em uma amostra de pacientes
do Rio Grande do Sul.

Este é um estudo caso-controle, realizado na Univer-
sidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre
(UFCSPA). A amostra foi constituida por 50 bidpsias de
pacientes com carcinoma colorretal, obtidas no periodo
de 2003 a 2005 junto ao Servigo de Coloproctologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), sendo que
dessas, 43,3% eram pertencentes do sexo masculino
com média de idade entre (65,2 *13,2 anos). Foram
incluidas somente as biépsias com diagndstico confirmado
de carcinoma colorretal por meio da analise anatomopa-
tolégica. Apés a coleta, as amostras foram armazenadas
em formalina 10% e, logo apds, congeladas a - 20°C. O
grupo controle foi constituido por amostras de sangue
periférico de individuos sem histdria prévia ou atual de
neoplasia, sendo 56,7% eram pertencentes do sexo
masculino com média de idade entre (51,0%=6,8 anos).
Esse projeto foi aprovado pelo Comité de 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 dos tecidos utilizando o
kit de extracdo “PureLink™ Genomic DNA Mini Kit’
(Invitrogen®) de acordo com o procedimento descrito pelo
fabricante (Manual Kit Invitrogen). O DNA gendmico
das amostras foi amplificado utilizando-se primers
especificos para os genes GSTMI (5’ GAA CTC CCT GAA
AAG CTA AAG C 3’ e 5’ GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG
G3’)° GSTTI (5'TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC 3’ e
5'TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA 3")* e GSTPI (5 ACC
CCA GGG CTC TAT GGG AA 3’ e 5’'TGA GGG CAC AAG AAG
CCC CT 3")". A andlise dos genes GSTM1 e GSTT1 foram
realizadas simultaneamente pela reacao multiplex em
cadeia da polimerase (PCR)' com algumas modificacoes.
Cada reagao consistiu em uma mistura contendo 100ng
de DNA, 5uL de 10 x Tampao de PCR (10 x 500mM KCl,
100 mM Tris-HCI, pH 9.0), 15pmol de cada um dos
primers especificos, 0,3mM dNTPs e 1U de Platinum 7ag
DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen®) em um vo-
lume total de 50uL. A analise do polimorfismo do gene
GSTP1 foi feita pela técnica PCR-RFLP"™. Os produtos de
amplificacdo foram analisados em gel de agarose 3%
corado com brometo de etideo (10mg/ml) e visualizados
sob luz ultravioleta. A presenca ou a auséncia dos genes
GSTM1 e GSTTI foi detectada pela presenca ou auséncia
de uma banda de 215 pb e uma banda 480 pb respec-
tivamente. O gene GSTP1 serviu como controle interno
de amplificacdo, apresentando uma banda de 176pb,
visto que o tipo de polimorfismo em ambos os genes
analisados (GSTM1 e GSTT1) é do tipo delecdo.
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Para a analise estatistica das frequéncias dos genétipos
obtidos, utilizou-se o teste Qui-quadrado de Pearson,
com nivel de significincia de 5%. Foram calculados
também Odds ratios (OR) e o intervalo de confianga foi
de IC=95%. Os dados foram analisados com auxilio dos
programas SPSS (Statistical Package for the Social Sciences
Program_for Windows-versdo 13).

Nossos resultados ndo mostraram associacao entre os
gendtipos GSTMI (0/0) nulo (OR=1,94 IC: 0,86-4,3);
GSTP! (lle/Val e Val/Val ) (OR=0,69 IC:0,3-1,6 e OR=0,58
1C:0,16-2,0) e GSTT1(0/0) nulo (OR=1,0 IC=0,40-2,4) e
o desenvolvimento de carcinoma colorretal (Tabela 1).
Foram observadas frequéncias similares para esses ge-
nétipos (34% e 50% para GSTM1 (0/0), (26% e 26% para
GSTT1 (0/0), (36% € 42% para GSTPI Ile/Val) e (10% e
14% para GSTP1 Val/Val) entre casos e controles respec-
tivamente. Quando foi realizada a combinacado genotipica
para GSTM1, GSTT1 e GSTPI verificamos que o risco de
CCR ndo aumentou significativamente na presenca da
combinacdo dos genétipos GSTMI (0/0), GSTTI (0/0) e
GSTPI lle/Val ou GSTP1 Val/Val (p=0,57) (Tabela 2).

O papel do polimorfismo das principais isoenzimas da
GSTs no carcinoma colorretal foi investigado em um
delineamento longitudinal do tipo caso-controle. Estudos
caso-controles anteriores realizados no carcinoma
colorretal na investigacdo dos polimorfismos GS7MI,
GSTPI e GSTT1 apresentaram resultados contraditérios.
Vérios autores demonstraram uma associagdo com o
gendtipo nulo GSTM1(0/0)** ¥, e 0 aumento do risco
de desenvolvimento do carcinoma colorretal enquanto
outros nao "' ', Para o gendtipo nulo GS77T7 (0/0)
também foi demonstrada uma relacdo em alguns es-
tudos 7¢'" e auséncia da mesma em outros® '®*¢*, A
combinacao destes gendtipos nulos GS7TM1 (0/0) /GSTT!
(0/0) também foi investigada quanto ao aumento da pre-
disposi¢cao do CCR. Foi observado ser mais comum em
individuos saudaveis quando comparado aos com cancer
colorretal®. Entretanto, o risco aumentado para este tipo
de carcinoma também ja foi observado em individuos
portadores da combinagdo gendtipo nulo desses genes *¢*.

Com relacdo ao gene GSTP1°, Chen K et al (2005)® nao
encontraram nenhuma associacao significativa com o
polimorfismo Ile105-Val e o risco do desenvolvimento
deste tumor. Por outro lado, Ates AN et al (2005)°
demonstram que o risco de CCR aumenta significati-
vamente na presenca da combinagdo dos gendtipos
GSTMI (0/0), GSTT1 (0/0) e GSTPI lle/Val ou GSTPI
Val/val (OR =2,69 95% CI: 1,02-7,11).
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Neste estudo ndo foi possivel estabelecer uma asso-
ciagao entre os gendtipos nulos GSTT1, GSTM1 e GSTPI
(lle/val e Val/val), separados ou combinados e o
desenvolvimento do cancer colorretal. Esses resultados
podem ter sido influenciados pelo ndmero reduzido de
biépsias analisadas e/ou pelo fato de nao haver parea-
mento entre casos e controles com relacdo a idade.
Entre os individuos com carcinoma colorretal a média
etaria foi de 65,2 +13,2 anos, quando entre os individuos
controles foi de 51,0%6,8 anos (p=0, 001). Esse fato
deve ser considerado importante, visto que, a idade de
inicio de rastreamento para CCR na populacao de baixo
risco € iniciada acima dos 50 anos, portanto, poderia
existir nesse estudo individuos que compdem os casos
que ainda nao foram diagnosticados para CCR. Além disso,
¢ importante ressaltar que os casos e controles nao
foram agrupados no que se referem ao grupo étnico, alguns
trabalhos mostraram diferencas significativas na frequén-
cia do polimorfismo do gene GS7MI1(0/0) entre Afro-
Brasileiros e brasileiros com decendéncia européia > 7%,
Ainda Rossini et al., (2002) constataram que o gendtipo
GSTP! (Val/val) é mais freqiiente em individuos etnica-
mente brancos do que em individuos nao brancos.
Entretanto, a freqiiéncia dos genétipos nulos GSTMI e
GSTT1 para amostras afro-brasileiras de Porto Alegre
foi semelhante a aquelas descritas para outras po-
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PCR Multiplex analisado em gel de agarose 3%.
Canaletal, marcador de peso molecular de 100pb; canaleta 2, 3 e
8, individuo sem delegdo GSTM1 (+) /GSTT1 (+); canaleta 4,
individuo com delecdo do GSTM1(0/0); canaleta 5 e 7, individuo
com delecdo GSTT1 (0/0); canaleta 6, individuo com delecdo
GSTM1 (0/0) /GSTT1 (0/0).

pulagdes afro-brasileiras®", as quais sdo semelhantes
as frequéncia descritas para outras populagdes afro-
descendentes nao brasileiras.** .

Em nosso estudo nao foi possivel estabelecer a influéncia
dos polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP!

Gendtipo Casos(Tumor) Controle OR IC(95%)
(n=50) (n=50)

GSTM1(+) 33 25 1,94 0,86-4,3
GSTM1(-) 17 25

GSTT1(+) 37 37

GSTT1(-) 13 13 1,00 0,40-2,4
GSTP1 Ile/lle 27 22 1,00

GSTP1 lle/val 18 21 0,69 0,3-1,6
GSTP1 Val/Val 5 7 0,58 0,16-2,0
*Gendtipos nulo(-) e ndo nulo(+)

Gendtipo Casos(Tumor) Controle P
GSTM1 GSTT1 GSTP1 (n=50) (n=50)

GSTM1 (+) GSTT1 (+) GSTP1 lle/lle 16(32%) 11(22%)

GSTM1 (+) GSTT1 (-) GSTP1 lle/lle 3(6%) 1(2%)

GSTM1 (-) GSTT1 (+) GSTP1 Ile/lle 5(10%) 6(12%)

GSTM1 (-) GSTT1 (-) GSTP1 Ile/lle 3(6%) 4(8%)

GSTM1 (+) GSTT1 (+) GSTP1 Ile/Val 9(18%) 4(8%)

GSTM1 (+) GSTT1 (-) GSTP1 Ile/Val 2(4%) 5(10%) 0,57
GSTM1 (-) GSTT1 (+) GSTP1 Ile/vVal 5(10%) 10(20%)

GSTM1 (-) GSTT1 (-) GSTP1 Ile/Val 2(4%) 2(4%)

GSTM1 (+) GSTT1 (+) GSTP1 Val/val 2(4%) 3(6%)

GSTM1 (+) GSTT1 (-) GSTP1Val/Val 1(2%) 1(2%)

GSTM1 (-) GSTT1 (+) GSTP1Val/val 0(0%) 2(4%)

GSTM1 (-) GSTT1 (-) GSTP1Val/Val 2(4%) 1(2%)

*Gendtipos nulo(-) e ndo nulo(+)
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na carcinogénese colorretal. Desta forma, o papel do poli-
morfismo destas isoenzimas ainda é controverso no que

se

refere a sua importancia como fator de risco para o

desenvolvimento do carcinoma colorretal, reforcando a
necessidade de estudos adicionais para o possivel uso
destes genes como biomarcador para o progndstico do
cancer colorretal.
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