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RESUMO - Racional: A neoplasia colorretal representa a quarta malignidade mais comum entre
homens e a terceira entre as mulheres. No mundo ocidental estima-se que 5% da populacao
a desenvolverd, tornando-a grave problema de satde publica. Objetivo: Analisar a prevaléncia
de polimorfismo na regido -765G/C do gene COX-2 em pacientes com cancer colorretal em
relacdo a um grupo controle, analisando a possivel associacdo entre este polimorfismo e a
suscetibilidade a ele. Método: Foram incluidos neste estudo caso-controle 85 participantes.
Selecionou-se 25 com neoplasia colorretal (grupo caso) e 60 pacientes sem neoplasia colorretal
(grupo controle). Realizou-se anélise genético-molecular para identificacdo do polimorfismo
-765G/C do gene COX2 com técnica padrdo da literatura. Além disso, foram levantados dados
clinicos e anatomopatoldgicos dos pacientes. Resultado: Constatou-se discreto aumento de
prevaléncia entre os homens no grupo caso, embora esta diferenca ndo fosse estatisticamente
significante. Os resultados revelaram alta prevaléncia do gendtipo GC e CC nos individuos
com cancer colorretal, demonstrando associacdo entre a presenga do polimorfismo no gene
COX2 e a suscetibilidade ao cancer colorretal nesta amostra (p=0,02). Similarmente, também
se observou diferenca nas frequéncias alélicas em relagdo aos grupos. Quando os pacientes
com a neoplasia foram separados por localizacdo do tumor, verificou-se maior prevaléncia
do polimorfismo em pacientes de célon esquerdo (p=0,02). Concluséo: O polimorfismo no
gene COX2 esté associado com a maior suscetibilidade ao cancer colorretal, especialmente em
tumores do retossigmoide.

ABSTRACT - Background: The colorectal neoplasm is the fourth most common malignancy
among males and the third among females. In the Western world is estimated that 5% of
the population will develop it, making this disease a major public health problem. Aim: To
analyze the prevalence of the polymorphism -765G / C region of the COX-2 gene in colorectal
cancer patients compared to a control group, analyzing the possible association between this
polymorphism and susceptibility to colorectal cancer. Method: This is a case-control study
with 85 participants. Were selected 25 with colorectal cancer (case group) and 60 participants
without colorectal neoplasia (control group). The molecular genetic analysis was perform
to identify the polymorphism -765G / C COX2 gene with standard literature technique. In
addition, patient’s clinical and pathological data were analyzed. Results: There was a light
increase in prevalence between men in the case group, although this difference was not
statistically significant. The results showed a high prevalence of GC and CC genotype in
individuals with colorectal cancer, demonstrating an association between the presence of the
polymorphism in the COX2 gene and susceptibility to colorectal cancer in this pattern (p=0.02).
Similarly, there was also difference in allele frequencies in the groups. When patients with
cancer were separated by tumor location, there was a higher prevalence of polymorphism in
the left colon (p=0.02). Conclusion: The polymorphism in the COX2 gene is associated with
increased susceptibility to colorectal cancer, specially rectosigmoid tumors.
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INTRODUCAO

sendo a quarta entre os homens e a terceira entre as mulheres, revelando
serimportante problema de salide publica®®. Fatores ambientais e dietéticos
exercem influéncia na génese do cancer colorretal (CCR). Estima-se que aproximadamente
25% de todos os tumores colorretais tenham histdria familiar’®. No entanto, ainda
existem lacunas quanto a identificagdo dos marcadores precoces que possibilitariam o
acompanhamento dos pacientes e seu prognostico.
Acredita-se que as prostaglandinas estdo envolvidas na sua génese. As prostaglandinas
sdo pequenas moléculas derivadas do acido araquiddnico, as quais sdo produzidas a
partir da enzima ciclo-oxigenase (COX). Essa enzima é subdivida em: COX-1 responsavel
pelas atividades fisioldgicas e por isso é chamada constitutiva e COX-2 expressa apos
estimulo de citocinas, fator crescimento e mitdégenos'.
Em condigdes fisiologicas a COX-2 é expressa em tecido do trato gastrointestinal

Q neoplasia colorretal é uma das doengas malignas mais comuns no mundo,
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em baixissimos niveis. No entanto, seu nivel se eleva nos
CCR?'. Desse modo, em um estudo realizado por Eberhart et
al constatou-se que aproximadamente 85% dos tumores de
c6lon e reto apresentam niveis elevados de COX-28. Relatos na
literatura sugerem que o polimorfismo de um Unico nucleotideo
(single nucleotide polymorphism SNP) no gene COX-2 seria
capaz de modificar a fungdo da enzima e, assim, ampliar o risco
de um individuo desenvolver cancer de colon?.

As alteragdes no gene COX-2 podem implicarem mudancas
na funcdo da enzima e contribuir para a resposta inflamatoria
ou para o aumento do risco de desenvolver CCR>'>, Porém,
varios polimorfismos ja foram identificados no gene COX-2 e
ainda nao foi estabelecido nenhuma relacdo conclusiva com a
génese do CCR*'. Desse modo, ha a possibilidade de estabelecer
a expressao da COX-2 como fator de prognostico, ja que tem
sido vinculada com o desenvolvimento de metastases e com
um indice menor de sobrevida®.

Nesse contexto, o presente estudo visa estimar as frequéncias
alélicas e genotipicas do polimorfismo do gene COX-2, a fim
de avaliar a possivel associacdo entre essas frequéncias e a
suscetibilidade ao CCR.

METODOS

Este estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Institui¢do (Protocolo no. 884/397). E caso-
controle, realizado em parceria com o Instituto do Cancer de
Londrina. Todos os pacientes foram informados previamente
sobre os objetivos e procedimentos a serem realizados e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Pacientes

Os incluidos tinham CCR com indicacdo cirdrgica. Aqueles
que perderam seguimento logo apds a intervencdo cirdrgica
foram excluidos. Para o grupo controle, foram incluidos individuos
sem neoplasia colorretal e pareados por género e faixa etaria
em relacdo ao grupo caso. Por outro lado, individuos com
histérico de outras neoplasias ou com a presenca de poélipos
durante a colonoscopia foram excluidos da amostra.

Dados clinicos

Das informagdes clinicas dos pacientes foram retirados os
seguintes dados demogréficos e antropométricos: género, idade,
IMC, histérico de tabagismo e etilismo. Analises sanguineas
forneceram informacées sobre linfocitometria, hemoglobina,
calcio, transferrina, albumina, antigeno carcinoembribnico inicial
e pbs-operatorio, a partir de cépia dos linfécitos (absoluto)
do leucograma tanto na internagdo quanto na alta. Além
disso, avaliou-se o resultado do estudo anatomopatolégico e
estadiamento do tumor fornecido pelo laudo patolédgico e/ou
por oncologista. Foram analisadas as retossigmoidoscopias/
colonoscopias pré-operatéria, contendo a descrigdo do tamanho
da lesdo pré-operatoria e o local do tumor. Também, foram
considerados os tratamentos e operacoes realizadas e a descricao
do procedimento se realizado e se foi necessaria segunda ou
terceira intervencdo. Para obterinformacdes a respeito de 6bito
e sobrevida foi utilizado contato via telefonica com paciente
ou familiar para identificacdo atual da situacdo do paciente.

Coleta de sangue

Foi realizada em veia periférica em tubos a vacuo contendo
anticoagulante (EDTA). Os tubos foram centrifugados e as
células nucleadas (leucécitos) foram separadas para posterior
extracdo de DNA ou armazenamento em freezer a -80°C, até
o momento da extracdo. As amostras foram transferidas para
frascos estéreis e o DNA foi obtido apds digestdao enzimatica
em tampdo contendo proteinase K e SDS e posterior extracdo
com solventes organicos (fenol/cloroférmio).
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Analise molecular do polimorfismo do gene COX-2

Apds a extragdo de DNA das amostras, a andlise do
polimorfismo -765G/C COX2 foi avaliada por meio da técnica
de PCR de polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restricdo (PCR-RFLP), sendo o primer para PCR selecionado
de acordo com o banco de dados de genoma (sequéncia
da regido -765G/C: Forward” 5'-ATT CTG GCC ATC GCC GCT
TC-3' e "Reverse”, 5'-CTC CTT CTT TCT TGG AAA GAG CG-
3"). As condi¢des de amplificacdo serdo determinadas pelas
seguintes condi¢des de temperaturas e tempos: 94° C - 3
min.; 94° C, 59° C e 72° C durante 60 s cada, com 35 ciclos e
72° C durante 5 min. Para a deteccdo do alelo prolina serdo
utilizados os seguintes parametros: 94° C - 3 min,; 94° C, 57°
C e 72° C durante 30 s cada, com 35 ciclos e 72° C durante 5
min. Apds a PCR os produtos foram submetidos a clivagem
com a enzima de restricdo denominada BstUI (Bsh 1236l) por
8 h a 37° C. Os produtos amplificados foram submetidos a
separacado por eletroforese em gel de agarose a 2% e corados
por Sybr Safe. Fragmentos amplificados de tamanhos de 134
e 23 pares de bases (pb) indicardo homozigose para o alelo
selvagem (-765GG). Um Unico fragmento de 157 pares de bases
indicard homozigose para o alelo C (-765CC) e a presenca
de trés fragmentos de 157, 134 e 23 pares de bases indicara
heterozigose (-765GC).

RESULTADOS

O estudo foi composto por 85 participantes sendo 25
portadores de CCR (idade 56,3+12,2 anos) e 60 do grupo
controle (idade 60,5+6,8 anos). Quanto ao género, observou-
se discreto aumento de prevaléncia de homens no grupo caso
(n=14, 56,0%), embora esta diferenca ndo seja estatisticamente
significante.

Foi encontrada alta prevaléncia do gendtipo GC e CC nos
individuos com CCR, constatando associacdo entre a presenca
do polimorfismo no gene COX2 e a suscetibilidade ao CCR
nesta amostra (Teste Fisher-Freeman-Halton, p=0,02, Tabela 1).
Também houve diferenca nas frequéncias alélicas em relacdo
aos grupos (Teste do Qui Quadrado, p<0,05, Tabela 2)

TABELA 1- Frequéncias genotipicas do gene COX2 em relacdo
ao cancer colorretal

Cancer colorretal

Frequéncias genotipicas N3o Sim Total
GG 43 11 54
71,7% 44,0% 63,5%
e 16 13 29
26,7% 52,0% 34,1%
1 1 2
€5 1,7% 4,0% 2,4%
Total 60 25 85
100,0% 100,0% 100,0%

TABELA 2- Distribuicdo das frequéncias alélicas do gene COX2
e nos individuos com e sem cancer colorretal

Cancer colorretal

Frequéncias alélicas Nio Sim Total
G 102 35 137
85,0% 70,0% 80,60%
c 18 15 33
15,0% 30,0% 19,40%
Total 120 50 170
100,0% 100,0% 100,0%

Quando as frequéncias genotipicas do gene em questao
foram analisadas em relacdo a presenca e localizagdo do tumor,
constatou-se prevaléncia do gendtipo GC e CC em pacientes
com cancer e cuja localizacdo era em célon esquerdo. Isso
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comprova que ha associacdo mais significante entre a presencga
do polimorfismo do gene COX-2 com tumores localizados em
cblon esquerdo (Teste Fisher-Freeman-Halton, p<0,05, Tabela 3)

TABELA 3 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas do gene
COX2 emrelagdo a presenca e localizagdo do tumor

A . Cancer colorretal
Frequéncias

ot Cdlon Célon Controle  Total
genotipicas direito esquerdo
GG 7 4 43 54
70,0% 26,7% 71,7% 63,5%
e 3 10 16 29
30,0% 66,7% 26,7% 34,1%
------- 1 1 2
e 6,7% 1,7% 24%
Total 10 15 60 85
100,0% 100,0% 100,0%  100,0%

DISCUSSAO

A enzima COX-2 é responsavel pela conversao do acido
aracddnico em prostaglandina. Sua acdo é induzivel por
inimeros mediadores presentes no processo inflamatorio.
Estudos evidenciaram significativo aumento da expressao da
COX-2 em varios tipos de neoplasia, sobretudo as epiteliais,
incluindo o CCR3°. O polimorfismo de Unico nucleotideo com
a troca de uma guanina por uma citosina na posicao -765 do
gene COX2 tem sido descrito como fator de aumento de risco
da ocorréncia de CCR™.

Os resultados deste estudo evidenciaram associacdo
do alelo polimérfico C com aumento da susceptibilidade ao
CCR. Ao comparar os pacientes que apresentaram a neoplasia
(grupo caso) com o grupo controle foi observado prevaléncia
dos gendtipos GC e CC nos individuos portados do CCR. Essa
associagdo, também, foi preservada ao subdividir o grupo
de neoplasia de acordo com o local da ocorréncia do tumor
priméario, em cdélon direito e célon esquerdo; porém, foi mais
fortemente significante nas lesdes de célon esquerdo. Esses
resultados sdo compativeis com dados presentes em varios
estudos prévios, incluindo a metanalise de Cao et al e de Peng
et al, a qual analisou 6774 casos de CCR e 9772 controles',
Apesar disso, alguns estudos ndo demonstraram nenhuma
correlagdo entre o polimorfismo -765 G/C do gene COX2 e
neoplasias colorretais®??’. A analise de todos esses estudos
demonstra predisposicdo em correlacionar o polimorfismo de
um Unico nucleotideo e o CCR em populagGes asiaticas, mas
isso ndo se aplica a populacdes caucasianas.

Acredita-se na hipotese de que a enzima COX-2 esteja
envolvida na estimulacdo da proliferacdo celular e daangiogénese,
na inibicdo da apoptose e na supressdo imunoldgica, todos
eventos com potencial carcinogénico''*172%. O presente
estudo analisou polimorfismo de Unico nucleotideo com a
troca de uma guanina por uma citosina na posicao -765 do
gene COX2®. Esse polimorfismo ocorre na regido promotora
do gene, resultando em um possivel aumento da expressdo
genética com consequente elevagdo dos niveis da proteina
COX-2%. Nesse contexto, o estudo realizado por Eberhart et
al. demonstrou que os niveis de COX-2 estavam elevados em
85% dos casos de CCR®.

Existem inimeras evidéncias da influéncia do polimorfismo
-765 G/C na génese de varios tumores, como o cancer de
prostata, de mama, de ovario, de pulméo, de figado e o CCR'*3,
A associacdo encontrada no atual estudo foi para a ocorréncia
do CCRem qualquer localiza¢do, porém ela foi mais significante
nos casos de tumores do célon esquerdo do que nos do direito.
Isso reforca a hipdtese de que, apesar de estarem no célon,
tratam-se de neoplasias de causas diferentes, como aventado
por Peng et al. em sua metanalise'. No retossigmoide as lesdes

tém aspecto e comportamento mais predominantemente
inflamatdrio, o que seria uma possivel explicagdo para essa
maior correlacdo da COX-2 com os tumores a esquerda em
comparagao com os casos de colon direito.

No Brasil, sdo escassos os estudos de polimorfismos
do COX-2 e a ocorréncia de tumores colorretais, sendo este
trabalho um dos primeiros relatos que comparam néo so a
suscetibilidade ao cancer, mas também a associacdo com a
topografia tumoral. Nesse contexto, este estudo contribui
para a caracterizagdo da associacdo do polimorfismo do gene
COX-2 com o CCR na populagdo brasileira, notadamente mais
significante nas lesdes retossigmoideanas.

Apesquisa a respeito dos polimorfismos pode proporcionar
avancos futuros significativos, pois possibilitara a identificacdo
dos individuos mais suscetiveis ao risco de tumores, permitindo
uma individualizacdo na terapéutica. Em relacdo a neoplasia
colorretal os pacientes polimérficos portadores do alelo C
seriam potenciais candidatos ao tratamento com drogas anti-
inflamatorias, sobretudo nas situacées de cancer de coélon
esquerdo.

CONCLUSAO

O polimorfismo no gene COX-2 est4 associado a maior
suscetibilidade ao cancer colorretal, especialmente em tumores
do segmento retossigmoide.
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