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APRESENTAÇÃO

Este livro trata sobre o câncer colorretal (CCR), um dos cânceres 
mais prevalentes no mundo, o terceiro mais comum em homens e o segundo 
em mulheres, sendo a quarta maior causa de mortes por câncer. As taxas 
de incidência do CCR vêm aumentando nos países em desenvolvimento, 
como o Brasil, representando a terceira neoplasia maligna mais frequente 
em ambos os sexos. Suas causas são multifatoriais e interdependentes, 
com fatores de risco genéticos e ambientais, sendo a história familial um 
dos principais componentes. A herdabilidade do CCR é de aproximadamente 
35%, sendo que as síndromes hereditárias respondem por até 6% dos casos. 
Recentemente, estudos de associação em larga escala genômica (GWAS) 
vêm demonstrando que parte do risco genético se deve a variantes comuns de 
baixa penetrância, como os polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs). Até 
o momento, GWAS em populações de ancestralidade europeia identificaram 
cerca de 20 SNPs que, individualmente, conferem pouco efeito no aumento 
do risco do CCR mas, conjuntamente, respondem por grande parte do 
risco populacional. Estudos replicativos em populações não-europeias têm 
obtido pouco poder para detectar associações significativas. Diante disso, 
o estudo que originou este livro teve como objetivo: identificar dez SNPs 
descritos em populações europeias em indivíduos da população brasileira; 
calcular as frequências alélica e genotípica dos dez SNPs nos casos e 
controles; determinar a magnitude do efeito dos alelos sobre o risco de CCR 
e correlacionar os alelos de risco com as características clínico-patológicas e 
a história familial.

O autor
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15INTRODUÇÃO

1.1 EPIDEMIOLOGIA
O câncer colorretal (CCR) é um dos cânceres mais prevalentes no 

mundo, responsável por cerca de 10% de todas as neoplasias malignas. 
Estima-se que a incidência anual global ultrapasse um milhão de casos 
novos, representando o terceiro câncer mais comum em homens (663.000 
casos) e o segundo em mulheres (570.000 casos), e a quarta maior causa de 
mortes por câncer (603.000), o que corresponde a 8% de todas as mortes por 
câncer no mundo (FERLAY et al. 2010).

A variação nas taxas de incidência global do CCR está diminuindo 
progressivamente, e o aumento de novos casos em populações historicamente 
com baixa incidência, como a asiática, parece refletir um maior desenvolvimento 
econômico e, consequentemente, uma maior exposição aos fatores de risco 
denominados “estilo de vida ocidentalizado”. As maiores taxas de incidência 
estão em países como a Austrália e Nova Zelândia e na Europa Ocidental, mas 
o aumento é maior em países da Europa Oriental, Israel e Japão, enquanto 
que se estabilizou na Europa Setentrional e declinou nos Estados Unidos, 
provavelmente pela detecção e remoção precoces de lesões pré-malignas 
(EDWARDS et al. 2010). As taxas de mortalidade do CCR, por sua vez, vêm 
diminuindo na maior parte dos países desenvolvidos, provavelmente devido 
aos programas de rastreamento e às novas modalidades terapêuticas. 
Entretanto, observa-se um aumento em países em desenvolvimento, como a 
Rússia, México, Chile e Brasil, refletindo, possivelmente, o estilo de vida e o 
aumento da expectativa de vida, assim como de melhores registros de dados 
e a carência de políticas públicas de rastreamento populacional. Dados de 
registros internacionais apontam que a taxa de sobrevida global em cinco 
anos é, em média, de 55% nos países desenvolvidos e 40% nos países em 
desenvolvimento e é maior nas mulheres do que nos homens (CENTER et 
al. 2009). 

Segundo estimativas do Instituto Nacional de Câncer para 2012, no 
Brasil, 30.140 indivíduos desenvolverão CCR (15.960 mulheres e 14.180 
homens), correspondendo à terceira neoplasia maligna mais frequente em 
ambos os sexos, com um risco estimado de 15 casos novos a cada 100.000 
homens e 16 a cada 100.000 mulheres. Já na região Sudeste do país, o 
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CCR é o segundo mais frequente em ambos os sexos (22/100.000 homens 
e 23/100.000 mulheres). A razão de incidência homem/mulher será de 0,88, 
enquanto que a razão global é de 1,4. As taxas de mortalidade, por sua 
vez, foram 5,9/100.000 em homens e 5,6/100.000 em mulheres em 2004 
(Ministério da Saúde 2011). 

Evidências científicas indicam que a detecção e a remoção precoce 
de pólipos pré-malignos reduzem a mortalidade do CCR, confirmadas por 
vários estudos que realizaram rastreamento de populações de risco geral 
através do teste de sangue oculto na fezes. Além disso, o rastreamento 
invasivo pelo uso da sigmoidoscopia flexível demonstrou resultados 
promissores em estudos randomizados no Reino Unido (ATKIN et al. 2010) 
e nos Estados Unidos (SCHOEN et al. 2012), onde se observaram reduções 
significativas, tanto na incidência quanto na mortalidade do CCR. A melhora 
da sobrevida também foi observada com esta abordagem em grupos de alto 
risco geneticamente determinados (DE JONG et al. 2006). Por isso, àqueles 
indivíduos com alto risco poderia ser oferecida uma vigilância mais intensiva, 
com colonoscopia ou sigmoidoscopia flexível periodicamente em intervalos 
menores. A colonoscopia já é oferecida aos indivíduos com risco elevado 
devido à história pessoal ou familial de CCR, assim como às famílias com 
síndrome de Lynch e síndromes com polipose intestinal recomenda-se a 
vigilância mais assídua (LEVIN et al. 2008). Portanto, estratificar a população 
geral em categorias de risco possibilitaria a individualização de estratégias de 
rastreamento e prevenção.

1.2 ETIOPATOGÊNESE
Devido à acessibilidade do intestino grosso para se detectar e 

rastrear lesões neoplásicas através de biópsias, o CCR é um dos cânceres 
mais estudados quanto à sua etiopatogênese.

A clássica descrição da sequência adenoma-carcinoma na 
tumorigênese do CCR por VOGELSTEIN et al. (1988) há mais de duas 
décadas, reflete na compreensão da patogênese molecular do CCR até 
os dias atuais. São três as principais vias moleculares: (1) a instabilidade 
cromossômica, responsável pela maioria dos casos esporádicos, onde 
há rearranjos de vários segmentos cromossômicos (5q, 8p 17p e 18q), 
que contribuem para a aneuploidia tumoral (LENGAUER et al. 1998); (2) 
a instabilidade de microssatélites, presente em cerca de 15% dos casos 
esporádicos e na maior parte dos casos hereditários, sendo que nos primeiros 
deve-se à hipermetilação de ilhas CpG do promotor dos genes do sistema 
de reparo de mau-pareamento do DNA (amiúde o MLH1) (CUNNINGHAM 
et al. 1998); e (3) a via dos pólipos serrilhados, mais recente, que envolvem 
mecanismos moleculares diferentes da sequência clássica adenoma-
carcinoma (NOFFSINGER 2009).

O CCR é uma neoplasia complexa, causada pela interação de 
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múltiplos fatores, genéticos e ambientais. Entre os últimos estão a dieta rica 
em carne vermelha e gordura animal e pobre em fibras, o tabagismo e o 
excesso de álcool, a obesidade e o sedentarismo, e a doença inflamatória 
crônica intestinal (CUNNINGHAM et al. 2010). Além da idade, do sexo 
masculino e da história de pólipos prévios, a história familial é considerada 
o principal fator de risco, sendo o risco relativo entre irmãos de duas a três 
vezes maior do que na população geral (CANNON-ALBRIGHT et al. 1988).

Um extenso estudo que analisou a taxa de concordância entre 
gêmeos monozigóticos e dizigóticos com diversos tipos de câncer definiu 
que a herdabilidade, isto é, a proporção da variância fenotípica explicada por 
fatores genéticos herdados, é de aproximadamente 35% (LICHTENSTEIN et 
al. 2000). 

O CCR pode ser classificado, de maneira geral, em dois grupos: 
esporádico e familial. Alguns estudos estimam que a proporção de casos 
familiais seja de 10%, enquanto que em outros, representam pelo menos 
25% de todos os casos (ST JOHN et al. 1993).

O conceito de CCR familial reflete um extremo de um espectro de 
risco determinado pela contribuição de variantes genéticas de suscetibilidade. 
A maioria dos genes de suscetibilidade ao CCR foi identificada em famílias 
acometidas por síndromes hereditárias, as quais são causadas por mutações 
de alta penetrância. Essas síndromes representam cerca de 6% dos casos de 
CCR, e podem ser classificadas em síndromes com polipose ou sem polipose 
gastrointestinal (AALTONEN et al. 2007). Entre as principais síndromes 
com polipose destacam-se: a polipose adenomatosa familial, causada por 
mutações no gene APC; a síndrome de Peutz-Jeghers, com mutações no 
gene LKB1/STK11; a polipose juvenil, associada ao gene BMPR1A e a 
síndrome de Cowden, ao gene PTEN. Entre as síndromes sem polipose, 
a mais prevalente é a síndrome de Lynch, representando cerca de 3% de 
todos os casos com CCR (AALTONEN et al. 1998), causada por mutações 
nos genes de reparo de mau-pareamento durante a replicação do DNA 
(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e EPCAM). O teste genético e aconselhamento 
de famílias com tais síndromes hereditárias têm auxiliado na identificação 
precoce de indivíduos com maior risco de desenvolver o CCR e outros 
tumores associados (Evaluation of Genomic Applications in Practice and 
Prevention-EGAPP 2009).

A maioria das mutações identificadas no CCR familial são de alta 
penetrância, isto é, com grande chance de manifestar o câncer (ou cânceres) 
ao longo da vida. Entretanto, existem famílias com agrupamentos de casos 
com CCR que não apresentam mutações nos genes associados às síndromes 
hereditárias. Isto levanta a hipótese de haver outras variantes ou mutações 
de baixa penetrância que tornem determinados indivíduos mais suscetíveis 
ao desenvolvimento do CCR. Estudos com irmãos que são concordantes 
ou discordantes para o CCR, assim como diversos estudos de associação 
têm identificado regiões no genoma humano nas quais variantes do tipo 
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polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs, do inglês, single nucleotide 
polymorphisms) estão associados à suscetibilidade ao CCR (TOMLINSON 
et al. 2010).

1.3 POLIMORFISMOS DE NUCLEOTÍDEO ÚNICO E SUSCETIBILIDADE 
GENÉTICA 

 Os polimorfismos de nucleotídeo único ou SNPs são variações do 
genoma humano onde dois ou ocasionalmente três nucleotídeos alternativos 
são comuns na população. Na maioria dos casos, um SNP possui duas 
formas alternativas, denominadas alelos, por exemplo, A ou G numa certa 
posição do genoma. 

Estima-se que haja cerca de 10 milhões de SNPs no genoma humano, 
representando, juntamente com outros tipos de polimorfismos (como as 
variações do número de cópias) cerca de 90% da variação genética humana, 
incluindo a suscetibilidade a doenças. Quaisquer dois indivíduos são 99,5% 
idênticos em suas sequências de DNA e, a cada 1.000 pares de bases, há um 
SNP (SACHIDANANDAM et al. 2001).

As variantes que foram deletérias durante a evolução (mutações 
que causam doenças precoces) são particularmente raras devido à 
seleção natural. Por sua vez, as variantes patogênicas que são deletérias 
em homozigose podem ter tornado-se neutras ou sofrido um equilíbrio de 
seleção por conferir uma vantagem em heterozigotos assintomáticos (como 
na anemia falciforme em relação ao patógeno da malária). Por isso, não se 
espera que alelos de SNPs frequentes na população tenham algum efeito 
fenotípico considerável, tanto porque a seleção natural se encarregaria de 
eliminá-la (seleção negativa), se fosse prejudicial ou fixá-la (seleção positiva), 
se benéfica, quanto pela sua localização, já que a maioria dos SNPs não 
se encontra em sequências codificadoras ou reguladoras, podendo estar 
localizados a grandes distâncias de um gene cuja atividade seja afetada 
(STRACHAN e READ 2011).

Os fatores de suscetibilidade podem ser polimorfismos no DNA ou 
RNA não-codificante (como os microRNAs), que produzam algum efeito 
menor na atividade promotora, no processamento ou na estabilidade do 
RNA mensageiro. Assim, tais variantes provavelmente afetam sutilmente 
a expressão ou função gênica, ao contrário das mutações deletérias 
(frameshift, nonsense, splice-site), frequentemente encontradas em doenças 
monogênicas (STRACHAN e READ 2011).

A suscetibilidade pode ser devido à combinação de diversas variantes 
ou independentemente. Uma ferramenta que pode desvendar a relação 
causal entre as variantes é a regressão logística, onde uma variante principal é 
selecionada, enquanto que os efeitos das outras variantes são condicionados 
nos efeitos da variante principal. Se ainda assim houver um efeito, a segunda 
variante contribui independentemente (STRACHAN e READ 2011).
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Um problema a ser considerado é que os principais fatores de 
suscetibilidade podem ser diferentes em diferentes populações. Exceto as 
diferenças devido à interação dos fatores genéticos com os ambientais, 
as associações identificam segmentos cromossômicos ancestrais 
compartilhados, os quais podem diferir entre as populações (STRACHAN e 
READ 2011).

1.4 SUSCETIBILIDADE GENÉTICA AO CÂNCER COLORRETAL
Durante os últimos 15 anos, têm-se empregado um grande esforço 

para identificar genes adicionais de alta penetrância para o CCR, porém, 
poucos têm sido identificados atualmente. As análises estatísticas dos 
dados baseados nos padrões de agregação familial do câncer, excluindo-
se os genes de alto risco (citados anteriormente), sugerem que a maioria 
da suscetibilidade herdada ao câncer deve-se a um modelo poligênico de 
predisposição, no qual a herança conjunta de variantes genéticas, cada qual 
com um efeito individual modesto, podem causar uma ampla parcela do 
risco populacional. Estudos recentes têm identificado três classes principais 
de alelos de suscetibilidade ao câncer com diferentes níveis de risco e 
prevalência na população (FLETCHER e HOULSTON 2010): 

• Variantes raras de alta penetrância, responsáveis por síndromes 
hereditárias de predisposição ao câncer com risco relativo maior que 
cinco vezes ao da população geral;
• Variantes raras de penetrância moderada, com frequência do 
alelo mais raro menor que 2% e risco maior que o dobro da população 
geral;
• Variantes comuns de baixa penetrância, com frequência do alelo 
mais raro maior que 10% e risco menor que 1,5 vez da população 
geral.
Segundo a “hipótese da variante rara” uma proporção substancial da 

suscetibilidade genética ao câncer deve-se a adição dos efeitos dos alelos 
de risco com penetrância moderada, que incluem variantes subpolimórficas 
e mutações (BODMER e BONILLA 2008). Estes alelos funcionam de forma 
dominante e independente, cada um conferindo um aumento moderado, mas 
prontamente identificável no risco, sendo, geralmente, específico de uma 
população, devendo-se a efeitos fundadores resultantes de deriva genética. 
Exemplo é a variante polimórfica I1307K no gene APC, presente em cerca 
de 6% dos judeus Ashkenazi, que confere cerca do dobro do risco do CCR e 
adenoma colorretal (LAKEN et al. 1997). 

 Há muito tempo especula-se que variantes polimórficas comuns 
contribuem com a suscetibilidade ao câncer, mas evidências dos alelos de 
baixa penetrância surgiram apenas recentemente.

 Um grande número de evidências sugere que a contribuição genética 
no CCR deve-se a variantes comuns com efeitos individuais pequenos, 
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invocando a hipótese ‘doença comum-variante comum’. A teoria da genética 
populacional prediz que a distribuição dos efeitos alélicos que influenciam 
traços complexos é em forma de ‘L’, com um pequeno número de variantes 
responsáveis por um grande efeito no fenótipo da doença, enquanto que um 
grande número de variantes com pequeno efeito individualmente (Figura 1). 
Desse modo, a penetrância das variantes é inversamente proporcional à 
frequência alélica na população (BOST et al. 2001). 

Figura 1: As três classes de alelos de suscetibilidade ao câncer.

Fonte: STADLER et al. (2010)

Assim, as variantes raras de alta penetrância contribuem 
predominantemente no subgrupo de pacientes com segregação familial da 
doença, no caso, do CCR. Este modelo implica que análises de associação 
baseadas no mapeamento de variantes polimórficas em todo o genoma, 
denominadas, em inglês, de genome-wide association studies (GWAS), 
poderia ser uma estratégia robusta para identificar variantes comuns de baixo 
risco para o desenvolvimento do CCR (TOMLINSON et al. 2010).

Apesar das variantes causais não terem sido identificadas até 
o momento, interessantemente, poucos SNPs localizam-se em regiões 
codificantes, sendo que a maioria está distante de genes. Isto sugere 
que, provavelmente, tais variantes comuns modifiquem o risco de CCR ao 
influenciarem a expressão gênica, talvez de maneira sutil, ou pelo efeito 
em componentes de vias de sinalização mitigado por redundância funcional 
(TOMLINSON et al. 2010). 

O primeiro lócus de suscetibilidade ao CCR identificado foi 8q24, 
que havia sido previamente associado com o câncer de próstata e mama 
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(AMUNDADOTTIR et al. 2006; EASTON et al. 2007). Sabe-se que nesta 
região não há qualquer gene ou transcritos codificantes, com a exceção 
de um pseudogene (POU5F1P1). Entretanto, aproximadamente a 300 
kb telomérico desta região está o oncogene c-MYC. Os GWAS e estudos 
replicativos identificaram o SNP rs698327 como a variante mais promissora 
para validação funcional, e POMERANTZ et al. (2009) demonstraram que 
variantes nesta região são funcionalmente importantes provavelmente por 
regular a expressão de c-MYC.

Dos 20 SNPs identificados, pelo menos cinco deles estão próximos 
da família de genes da via de sinalização TGF-β e BMP, previamente 
implicada na patogênese tumoral, como SMAD7, GREM1, BMP2, BMP4 
e RHNP2 (BRODERICK et al. 2007; JAEGER et al. 2008; HOULSTON et 
al. 2008). O gene EIF3H em 8q23.3 regula o crescimento e a viabilidade 
celular (TOMLINSON et al. 2008) e o gene CRAC1 em 15q13.3 havia sido 
descrito em associação com a síndrome de polipose intestinal mista em 
indivíduos descendentes de judeus Ashkenazi (JAEGER et al. 2003). Pela 
primeira vez, um SNP (rs 5934683) no cromossomo X (Xp22.2) foi associado 
à predisposição genética ao CCR, um câncer não relacionado ao sexo 
(DUNLOP et al. 2012a). 

Elucidar os efeitos funcionais das variantes comuns na expressão 
de componentes da via TGF-β será uma tarefa desafiadora para aumentar 
o conhecimento da etiopatogênese do CCR, e, consequentemente, levar a 
novas perspectivas terapêuticas.

1.5 ESTUDOS DE ASSOCIAÇÃO DE LARGA ESCALA GENÔMICA
Pesquisar associações populacionais é uma opção atrativa para 

identificar genes de suscetibilidade a doenças. Os estudos de associação 
são mais fáceis de serem conduzidos do que os estudos de ligação, pois não 
necessitam de múltiplos casos familiais segregando o fenótipo. Entretanto, 
dependem do desequilíbrio de ligação (DL) - a associação não-randômica 
entre alelos em diferentes loci - com um fator de suscetibilidade, o qual 
só pode ser identificado por marcadores localizados no mesmo bloco do 
haplótipo - o conjunto de alelos num loci ligados em um único cromossomo - 
próximo do fator (VISSCHER et al. 2012). 

A estrutura do DL humano foi investigada pelo projeto HapMap 
(Haplotype Map of the Human Genome), e o primeiro resultado foi uma lista de 
mais de 3 milhões de SNPs que capturaram a maioria da variação genômica 
comum em algumas populações (International HapMap Consortium 2005). 

Os GWAS são embasados no princípio do DL em nível populacional, 
que, normalmente, é o resultado de um determinado haplótipo ancestral 
comum numa população. Geralmente, os loci que estão fisicamente 
próximos exibem um DL mais forte do que os que estão distantes em um 
cromossomo. A distância genômica à qual o DL decai determina quantos 
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marcadores genéticos são necessários para ‘etiquetar’ um bloco haplotípico, 
sendo o número de tais marcadores muito menor do que o total de variantes 
segregando na população. Por exemplo, a seleção de cerca de 500 mil SNPs 
comuns no genoma humano é suficiente para ‘etiquetar’ as variantes comuns 
nas populações não-Africanas, mesmo que o total de SNPs seja maior que 10 
milhões (International HapMap Consortium 2005). Estes SNPs são chamados 
de ‘etiquetas’ (do inglês, tagSNPs).

Com a utilização de densas plataformas de genotipagem de alto 
desempenho, os SNP arrays, é possível genotipar vários marcadores em um 
único ensaio. O uso de biobancos populacionais de amostras de casos e 
controles têm facilitado aos GWAS a obtenção de resultados mais rápidos e 
custo-efetivos com reprodutibilidade (TENESA e DUNLOP 2009).

Embora os GWAS não sejam influenciados pelo conhecimento prévio 
biológico nem da localização genômica dos SNPs, são influenciados pelo 
DL entre os SNPs genotipados e as variantes causais não-genotipadas. 
A força da associação estatística entre os alelos nos dois loci no genoma 
depende, principalmente, das suas frequências alélicas. Assim, uma variante 
rara (frequência do alelo minor – FAm - menor que 0,01) estará em baixo 
DL com uma variante comum vizinha, mesmo que estejam em um mesmo 
intervalo de recombinação. Porém, a maioria dos SNPs selecionados nos 
SNP arrays são comuns (FAm maior que 0,05) e por isso, os GWAS têm 
poder para detectar associação de variantes que são relativamente comuns 
na população (VISSCHER et al. 2012). Por outro lado, sugere-se que a 
associação observada entre um SNP comum e um traço complexo possa 
resultar do DL do SNP com variantes raras no mesmo lócus. Como os alelos 
comuns e as variantes raras causais estão correlacionados em um baixo DL, 
a hipótese de uma associação “sintética” implica que a magnitude do efeito 
das variantes causais é muito maior (de 50 a 100 vezes) do que a dos SNPs 
comuns genotipados pelos GWAS. Por exemplo, se um SNP explica 0,1% 
da variância fenotípica na população, a variante causal explicaria de 5 a 10% 
(DICKSON et al. 2010).

Os primeiros resultados dos GWAS foram publicados entre 2005 
e 2006, mas o grande marco foi o estudo do Welcome Trust Case Control 
Consortium publicado na revista Nature em 2007 (Wellcome Trust Case 
Control Consortium 2007). Nesses cinco anos, mais de 2.000 loci foram 
significativamente associados com um ou mais traços complexos, como 
doenças psiquiátricas, doenças inflamatórias intestinais, diabetes, e até 
mesmo estatura (National Human Genome Research Institute 2012). Por 
exemplo, nas populações europeias, estima-se que a maioria das variantes 
expliquem cerca de 10% da agregação familial no diabetes tipo 2 (VISSCHER 
et al. 2012).
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1.5.1 Estudos de associação de larga escala genômica e câncer colorretal
Embora a suscetibilidade genética ao CCR seja conhecida, o 

mapeamento dos alelos de predisposição tem sido desafiador. Avanços a 
partir da metade de 2007, por meio da abordagem dos GWAS, têm permitido 
a identificação de variantes comuns envolvidas na etiologia do CCR.

A maioria dos estudos para identificar alelos de baixa penetrância 
para suscetibilidade ao CCR foram embasados numa abordagem de genes 
candidatos, cujo papel na patogênese do CCR era supostamente conhecido. 
Entretanto, sem o real entendimento da biologia da predisposição, a escolha 
dos genes era problemática. Assim, até o advento dos GWAS, poucos 
ou quase nenhum estudo de associação baseado nesta abordagem - a 
maioria envolveu genes relacionados ao metabolismo de carcinógenos da 
dieta e reparo do DNA - foi capaz de identificar alelos de suscetibilidade 
inequivocamente associados ao risco de CCR (TOMLINSON et al. 2010).

Até o momento, sete GWAS e três metanálises identificaram cerca 
de 20 loci independentes associados com a suscetibilidade ao CCR (ZANKE 
et al. 2007; TOMLINSON et al. 2007; HAIMAN et al. 2007; BRODERICK et 
al. 2007; JAEGER et al. 2008; TENESA et al. 2008; TOMLINSON et al. 2008; 
HOULSTON et al. 2008; HOULSTON et al. 2010; DUNLOP et al. 2012a; 
PETERS et al. 2012 (Tabela 1). 

Tabela 1: Dados dos GWAS em CCR com os SNPs identificados até o 
momento.

SNP ID Locus/
Cromossomo

Localização/
Genes mais 

próximos

População Frequência 
do alelo de 
risco em 
controles

OR alélico 
(IC95%)

Referência

rs6983267* 8q24.21 intergênica/MYC Europeia 
(RU) 51% 1.21 (1,15 – 

1,27)
Tomlinson 
et al. 2007

rs4939827* 18q21.1 SMAD7 (íntron 3) Europeia 
(RU) 47-52% 1.18 (1,12 – 

1,23)
Broderick 
et al. 2007

rs4779584* 15q13.3 intergênica/SCG5, 
GREM1

Europeia 
(RU) 18% 1.26 (1,19 – 

1,34)
Jaeger et 
al. 2008

rs16892766* 8q23.3 intergênica/EIF3H Europeia 
(RU) 7% 1.25 (1,19 – 

1,32)
Tomlinson 
et al 2008

rs10795668* 10p14 Intergênica/ 
BC031880

Europeia 
(RU) 67% 1.12 (1,10 – 

1,16)
Tomlinson 
et al 2008

rs4444235* 14q22.2 Intergênica/BMP4
Europeia 

(RU)
/Canadá

46% 1.11 (1,08 – 
1,15)

Houlston et 
al.,2008

rs9929218* 16q22.1 CDH1 (intron)
Europeia 

(RU)
/Canadá

71% 1.10 (1,06 – 
1,12)

Houlston et 
al.,2008

rs10411210* 19q13.1 RHPN2 (intron)
Europeia 

(RU)
/Canadá

10% 1.15 (1,10 – 
1,20)

Houlston et 
al.,2008

rs961253* 20p12.3 Intergênica/BMP2
Europeia 

(RU)
/Canadá

36% 1.12 (1,08 – 
1,16)

Houlston et 
al.,2008



C
ap

ítu
lo

 1

24INTRODUÇÃO 25INTERNET E ESFERA PÚBLICA

rs3802842* 11q23.1 Intergênica/
FLJ45803

RU/Canadá/
Israel/Japão 29% 1.12 (1,07 

–1,17)
Tenesa et 
al. 2008

rs6691170 1q41 254Kb upstream 
DUSP10

Europeia 
(RU, 

Finlândia)
34-37% 1,06 (1,03-

1,09)
Houlston et 

al. 2010

rs6687758 1q41 125Kb upstream 
DUSP10

Europeia 
(RU, 

Finlândia)
19-26% 1,09 (1,06-

1,12)
Houlston et 

al. 2010

rs10936599 3q26.2 MYNN
Europeia 

(RU, 
Finlândia)

24-28% 0,93 (0,91-
0,96)

Houlston et 
al. 2010

rs7136702 12q13.13
telomérico ao 

LARP4 e proximal 
ao DIP2

Europeia 
(RU, 

Finlândia)
29-37% 1,06 (1,04-

1,08)
Houlston et 

al. 2010

rs11169552 1213.3
telomérico ao 

DIP2B e proximal 
ao ATF1

Europeia(RU, 
Finlândia) 26-41% 0,92 (0,90-

0,95)
Houlston et 

al. 2010

rs4925386 20q13.33 LAMA5
Europeia 

(RU, 
Finlândia)

30-33% 0,93 (0,91-
0,95)

Houlston et 
al. 2010

rs1957636 14q22.2 BMP4 Europeia n.i. 1,08 (1,06 – 
1,11)

Tomlinson 
et al. 2011

rs4813802 20p12.3 BMP2 Europeia n.i. 1,09 (1,06 – 
1,12)

Tomlinson 
et al. 2011

rs7315438 12 MED13L EUA/Canadá 42% 0,90 (0,87 – 
0,94)

Peters et 
al. 2012

rs275454 5 LOC729434/POLS EUA/Canadá 37% 1,08 (1,04 – 
1,13)

Peters et 
al. 2012

rs2853668 5 TERT-CLPTM1L EUA/Canadá 25% 0,91 (0,87 – 
0,96)

Peters et 
al. 2012

rs2373859 2 SLC8A1 EUA/Canadá 35% 0,93 (0,9 – 
0,97)

Peters et 
al. 2012

rs1525461 7 LOC643308/TPK1 EUA/Canadá 19% 1,09 (1,04 – 
1,14)

Peters et 
al. 2012

rs1321311 6p21 CDKN1A Europeia/
Japonesa n.i. 1,10 (1,07-

1,13)
Dunlop et 
al. 2012a

rs3824999 11q13.4 POLD3 (intron 9) Europeia/
Japonesa n.i. 1,08 (1,05 – 

1,10)
Dunlop et 
al. 2012a

rs5934683 Xp22.2 entre GPR143 e 
SHROOM2 

Europeia/
Japonesa n.i. 1,07 (1,04 – 

1,10)
Dunlop et 
al. 2012a

* SNPs avaliados neste estudo; OR = odds ratio; n.i. = não informado; RU = Reino 
Unido

Os riscos associados a cada dos SNPs localizados nesses loci 
são modestos (odds ratio 1,1 a 1,3), havendo pouca evidência de efeitos 
interativos entre eles ou epistase. Os riscos das variantes em homozigose 
conferem o dobro do risco das variantes em heterozigose, sendo que os 
alelos de risco seguem uma curva de distribuição normal, tanto em casos 
quanto em controles, com um desvio em direção a um maior número de 
alelos de risco entre os casos, o que é consistente com um modelo poligênico 
de predisposição a doenças comuns (Figura 2) (FLETCHER e HOULSTON 
2010).
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Figura 2: A distribuição dos alelos de risco em casos e controles.

Fonte: FLETCHER e HOULSTON (2010).

O número de variantes comuns que contribuem com mais de 1% do 
risco herdado é muito baixo, sendo que é muito improvável que haja outros 
SNPs com efeitos similares (maior do que 1,2) para alelos com frequências 
maiores do que 20% em populações europeias. Com efeito, os GWAS 
identificaram em média 80% dos SNPs comuns nessa população, mas 
somente 12% dos SNPs com frequência do alelo minor (FAm) entre 5 e 10% 
(TOMLINSON et al. 2010).

 Entretanto, as variantes com esse perfil, se tomadas coletivamente, 
podem conferir riscos substanciais devido à sua multiplicidade, e no caso do 
CCR, até o momento, explicam cerca de 10% da herdabilidade (DUNLOP et 
al. 2012a). Num modelo construído com base em dados do GWAS escocês, 
cerca de 170 variantes independentes comuns explicariam toda a variância 
genética do CCR (TENESA e DUNLOP 2009). Portanto, a maior parte da 
suscetibilidade genética ao CCR ainda precisa ser definida, a chamada 
herdabilidade faltante (do inglês, missing heritability). Existem outras 
possíveis causas dessa parcela não identificada: (1) o efeito das variantes 
raras; (2) a falha de identificar as variantes causais e (3) a heterogeneidade 
alélica (EHRET et al. 2012).

As estratégias dos GWAS de identificar alelos comuns que conferem 
riscos modestos não são ideais para identificar variantes raras (FAm abaixo de 
1%) com efeitos potencialmente maiores, assim como para capturar variantes 
de número de cópias e outras variantes estruturais, como inserções, rearranjos 
complexos ou expansões de repetições de microssatélites, as quais podem 
alterar o risco de CCR. Na medida em que se empreendam esforços para 
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expandir a escala das metanálises dos GWAS, tanto em termos de tamanho 
da amostra quanto em cobertura de SNPs, assim como para aumentar o 
número de SNPs considerados para replicação em larga escala, será factível 
a descoberta de novas variantes. É possível que uma abordagem de múltiplos 
loci baseada em haplótipos de marcadores identifique alelos raros. Além 
disso, o uso do sequenciamento de exoma pode fornecer uma estratégia 
mais eficaz para encontrar tais variantes (FLETCHER e HOULSTON 2010).

1.6 IMPLICAÇÕES FUTURAS
Apesar da magnitude do efeito sobre o risco atribuído a cada um 

desses SNPs ser pequena, coletivamente, contribuem para uma grande 
parcela do risco, devido às suas altas frequências alélicas na população. 
Assim, naqueles subgrupos populacionais portadores de múltiplos alelos de 
risco, o alto risco absoluto pode exceder os limiares de uma intervenção clínica. 
Por isso, a genotipagem de variantes comuns em uma população oferece a 
possibilidade de estratificar o risco conferido por múltiplos genótipos dentro 
do risco populacional geral, de acordo com a frequência desses genótipos 
na população. Assim, a individualização das estratégias preventivas, como 
uma vigilância mais intensiva poderia ser oferecida àqueles com maior risco, 
enquanto que aqueles com risco geral seriam rastreados de acordo com os 
protocolos regulares, assim como proposto no câncer de mama (TENESA e 
DUNLOP 2009).

DUNLOP et al. (2012b) realizaram um estudo com mais de 40.000 
indivíduos (cerca de 25.000 casos e 20.000 controles) de sete populações 
predominantemente europeias com o objetivo de avaliar a exequibilidade 
da predição de risco do CCR. Foram desenvolvidos e validados modelos de 
predição de risco, combinando os dados de genotipagem de dez SNPs de 
suscetibilidade, idade, gênero e história familial. Em média, os casos tiveram 
um maior número de alelos de risco que os controles, e cada alelo aumentou 
9% do risco, em média. O efeito combinado da genotipagem, história familial, 
idade e gênero foi eficaz para identificar um subgrupo populacional com risco 
absoluto maior do que 5% em 10 anos. 

Segundo um modelo de predição de risco, seria necessário identificar 
cerca de 100 SNPs para predizer com 80% de acurácia o risco genético do 
CCR. Utilizando apenas os dez SNPs pesquisados, a acurácia da predição é 
de apenas 26% (TENESA e DUNLOP 2009).

Em conclusão, a predição do risco baseando-se somente nos 
genótipos ainda não é viável, porém, ao incorporar informações de outros 
fatores de risco, como idade, gênero e história familial, melhora-se o 
desempenho discriminatório do modelo de predição. A aplicação de tais 
modelos poderia auxiliar na estratificação populacional em grupos de alto 
risco, que mereceriam um rastreamento mais intensivo (com colonoscopias 
mais frequentes, por exemplo). Desse modo, portanto, seria possível 
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identificar subgrupos populacionais com um risco de CCR suficientemente 
alto e clinicamente relevante, capaz de modificar as estratégias de saúde 
pública (FLETCHER e HOULSTON 2010).
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O presente estudo faz parte de um projeto colaborativo multicêntrico 
internacional intitulado Genetic Study of Common Hereditary Bowel Cancers 
in Hispania and the Americas - Estudo Genético de Câncer Colorretal na 
Hispânia e nas Américas (CEP 1169/08; CONEP 15245), que tem o objetivo 
de caracterizar a população latino-americana quanto à sua ancestralidade e 
suas variantes genéticas de predisposição ao CCR e compará-las com as da 
população europeia.

O objetivo geral do presente estudo foi identificar os SNPs 
associados ao risco de CCR que foram descritos previamente em populações 
europeias em indivíduos da população brasileira.

Os objetivos específicos foram: (1) analisar a associação dos 
genótipos e alelos com a magnitude do efeito sobre o risco de CCR; (2) 
calcular as frequências dos alelos de risco de CCR e (3) correlacionar os 
alelos de risco de CCR com as características clínico-patológicas e a história 
familial.

OBJETIVOS
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3.1 CASUÍSTICA
Este é um estudo retrospectivo de associação genética caso-controle, 

cuja amostra inicial compreendeu 787 casos e 750 controles, recrutados dos 
departamentos de Cirurgia Pélvica, Oncologia Clínica e Medicina Comunitária 
do Hospital do Câncer A.C. Camargo (HACC). Todos os pacientes e 
controles autorizaram a presente pesquisa mediante a assinatura do termo 
de consentimento livre e esclarecido previamente aprovado pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa do HACC sob o número 1231/09 (Anexos 1 a 3).

Foram adotados os seguintes critérios de inclusão:
• Casos: pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma de cólon 

e/ou reto antes dos 75 anos de idade ou com adenoma colorretal avançado 
(com histologia vilosa ou maior do que 1 cm ou com displasia severa) 
diagnosticado antes dos 60 anos. 

• Controles: indivíduos sem CCR ou adenoma colorretal que não 
apresentassem parentes de primeiro ou segundo grau com CCR. 

Para aumentar o poder estatístico do estudo, deu-se preferência 
para os casos com idade mais precoce e/ou com história familial de 
CCR, considerando que a contribuição dos fatores genéticos explicaria 
proporcionalmente a variância do fenótipo. Os controles foram pareados com 
os casos em relação ao sexo e idade.

Os critérios de exclusão foram: (1) síndromes hereditárias de 
predisposição ao CCR; (2) imuno-histoquímica com ausência de proteínas 
dos genes de reparo de mau-pareamento do DNA; (3) presença de mutações 
germinativas de alta penetrância em genes de suscetibilidade ao CCR; (4) 
tumores do apêndice; (5) doença inflamatória crônica intestinal prévia.

Inicialmente foram coletadas amostras de 787 casos, dos quais, 
418 provenientes do Banco de Macromoléculas do HACC, e dessas, 86 
compartilhadas com outro projeto de pesquisa (CEP nº 1542/11). Foram 
excluídas 60 amostras, 36 por preencherem os seguintes critérios de exclusão: 
onze eram maiores que 75 anos; sete apresentavam imuno-histoquímica 
com ausência de expressão em pelo menos um gene de reparo de mau-
pareamento do DNA; seis eram indivíduos com poliposes adenomatosas 

MATERIAL E MÉTODOS
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familiais; cinco preenchiam critérios clínicos de HNPCC; três tinham tumores 
neuroendócrinos; dois com tumores do apêndice; um com critério clínico da 
síndrome de Li-Fraumeni; e um com doença inflamatória crônica intestinal 
prévia. Seis amostras foram excluídas por falta de qualidade do DNA, quatro 
foram coletas repetidas e quatorze não obtiveram genótipos bem agrupados 
em mais da metade dos SNPs ou cuja taxa de genotipagem foi menor do que 
95%.

Do total de 750 amostras controles coletadas, nove foram excluídas 
por não obterem genótipos bem agrupados em mais da metade dos SNPs 
ou cuja taxa de genotipagem foi menor do que 95% e uma amostra repetida.

Foram pesquisadas as seguintes informações clínico-patológicas 
dos casos selecionados: critérios de Bethesda; idade ao diagnóstico; sexo; 
estadiamento TNM clínico inicial (pré-neoadjudância) ou patológico (sem 
neoadjuvância); topografia da lesão (cólon proximal, distal e reto); grau de 
diferenciação (pouco, moderadamente e bem diferenciado); tipo histológico 
(adenocarcinoma tubular/túbulo-viloso; adenocarcinoma mucinoso/
diferenciação mucinosa; adenoma avançado); status atual da doença (vivo 
com doença, vivo sem doença, óbito por câncer, óbito sem câncer) e história 
familial de CCR em parentes de até 3º grau (ANEXO 4).

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Coleta e processamento das amostras
Após a assinatura do termo de consentimento foi realizada a coleta 

de sangue periférico em dois tubos do tipo vacutainer com EDTA. Todas as 
amostras foram cadastradas no Laboratório de Macromoléculas do HACC 
(sistema Biobank) onde foram feitas a extração e purificação do DNA 
genômico com a utilização do PureGene Blood Core kit e QiAmp DNA Blood 
Mini QIACUBE kit, segundo as instruções do fabricante (QIAGEN, Hilden, 
Alemanha). A qualidade e concentração do DNA extraído foram verificadas 
em espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, 
EUA) cuja pureza foi considerada adequada se OD260/OD280 = 1,8-2,0. As 
alíquotas foram diluídas a uma concentração de 5 nanogramas por microlitro 
e armazenadas em freezer a -20°C.

3.2.2 Amplificação do DNA
O DNA genômico de cada amostra foi amplificado por reação em 

cadeia de polimerase em tempo real (qPCR) na plataforma 7900HT Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, EUA) do Laboratório de 
Genômica e Biologia Molecular do Centro de Pesquisas do HACC. As reações 
foram feitas em duplicata com um volume total de 9 microlitros contendo: 2,5 
microlitros do TaqMan® Genotyping Master Mix®(Applied Biosystems, Foster 
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City, EUA); 0,25 microlitro do SNP Genotyping Assay®(Applied Biosystems, 
Foster City, EUA), 4 microlitros da amostra template (DNA) e 2,25 microlitros 
de água Milli-Q autoclavada. Em cada ensaio foram adicionadas pelo menos 
duas amostras controles sem template e controles internos positivos para 
cada genótipo. As condições das reações de PCR foram: 95°C por 10 
minutos, 92°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto por 40 ciclos. As reações 
foram pipetadas em placas de 384 poços (Applied Biosystems, Foster City, 
EUA) pelo pipetador automático QIAGILITY® (QIAGEN, Hilden, Alemanha) 
do laboratório NEOGENE do Centro de Pesquisas do HACC.

3.2.3 Genotipagem dos SNPs
Os seguintes SNPs previamente desenhados e validados foram 

genotipados: rs4939827, rs10411210, rs4444235, rs9929218, rs4779584, 
rs961253, rs10795668, rs6983267, rs3802842 e rs16892766. Por razões 
gráficas, os SNPs foram numerados, respectivamente: 06, 09, 16, 21, 26, 45, 
59, 71, 82 e 83.

Os ensaios de genotipagem utilizaram o método TaqMan® SNP 
Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, EUA) e as análises de 
discriminação alélica foram feitas na plataforma 7900HT Fast Real-Time PCR 
System pelo programa Sequence Detection Systems Automation Controller 
Software v2.3 (Applied Biosystems, Foster City, EUA) mediante a técnica de 
auto-calling. 

Os ensaios de discriminação alélica são testes multiplexados, isto é, 
utilizam mais de um par de iniciadores e sondas por reação, de ponto final 
(os dados são coletados ao final da reação de PCR), que detectam variantes 
de um único nucleotídeo na sequência do DNA pelo método fluorogênico 
5´nuclease (LEE et al. 1993). A presença de dois pares de iniciadores/sondas 
em cada reação permite a genotipagem das duas variantes possíveis no sítio 
do SNP numa sequência-alvo da amostra. Para cada amostra, um par único 
de corantes fluorescentes é usado, VIC® e FAM™ (Applera Corporation, 
EUA), onde o corante VIC® acopla-se perfeitamente no alelo selvagem ou 
major (alelo 1) e o FAM™ no alelo mutante ou minor (alelo 2). Os ensaios 
de discriminação alélica medem a variação na fluorescência dos corantes 
associados às sondas, determinando, assim, os três genótipos possíveis 
(heterozigotos, homozigotos raros e homozigotos comuns), conforme as 
figuras a seguir:
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Figura 3: Representação esquemática da genotipagem de um indivíduo 
heterozigoto (ambas as sondas emitem fluorescência)

Figura 4: Representação esquemática da genotipagem de um indivíduo 
homozigoto para o alelo 1 (somente a sonda VIC® emite fluorescência)

Figura 5: Representação esquemática da genotipagem de um indivíduo 
homozigoto para o alelo 2 (somente a sonda FAM emite fluorescência)



C
ap

ítu
lo

 3

C
ap

ítu
lo

 3

32MATERIAL E MÉTODOS 33MATERIAL E MÉTODOS

Como controle de qualidade da genotipagem, foram excluídos 
os genótipos que não alcançassem os seguintes critérios: (1) taxa de 
genotipagem global (overall call rate) maior ou igual a 95%; (2) duplicatas 
discordantes; (3) desequilíbrio de Hardy-Weinberg (p < 10-6 nos casos e p < 
10-4 nos controles); e (4) agrupamentos (clusters) de genótipos insatisfatórios 
na inspeção dos eixos X:Y. 

Figura 6: Exemplo de clusters satisfatórios das amostras representando 
os três genótipos (em azul, homozigotos para o alelo 1; em verde, 

heterozigotos; em vermelho, homozigotos para o alelo 2). As cruzes pretas 
representam uma amostra em duplicata cujo call rate foi abaixo de 95% e os 

quadrados pretos representam os controles negativos.
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Figura 7: Exemplo de clusters insatisfatórios. Não houve discriminação dos 
três genótipos.

3.3 ANÁLISES ESTATÍSTICAS
As frequências alélica e genotípica de cada SNP foram calculadas 

com a utilização do programa DeFinetti (http://ihg2.helmholtz-muenchen.
de/cgi-bin/hw/hwa2.pl), assim como os desvios das frequências genotípicas 
nos casos e controles esperadas pelo equilíbrio de Hardy-Weinberg foram 
calculados pelo teste de qui-quadrado com um grau de liberdade ou pelo 
teste exato de Fisher, se a contagem esperada de células fosse menor que 
cinco. 

As análises de associação entre os genótipos encontrados nos casos 
e controles para cada SNP foram realizadas com vários tipos de modelos 
genéticos descritos a seguir, com a utilização do programa SNP & Variation 
Suite Version 7.6.10 (Golden Helix 2012):

a. Teste alélico básico: os alelos (major ou referência e minor ou 
alternativo) são testados individualmente;

b. Teste genotípico: os genótipos (homozigotos comuns, 
homozigotos raros e heterozigotos) são testados independentemente da 
ordem ou contagem de alelos;

c. Modelo aditivo: a associação é testada dependendo da 
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contagem do alelo minor ou alternativo, isto é, quando há dois alelos minor 
ou alternativos (homozigoto raro) ao invés de nenhum (homozigoto comum), 
duplica-se o efeito quando se compara com a presença de apenas um alelo 
minor ou alternativo (heterozigoto);

d. Modelo dominante: a associação é testada pela presença de 
pelo menos um alelo minor ou alternativo (heterozigoto ou homozigoto raro) 
comparada com a ausência desse alelo (homozigoto comum);

e. Modelo recessivo: associação é testada pela presença de dois 
alelos minor ou alternativos (homozigoto raro) comparada com a presença 
de pelo menos um alelo major ou referência (heterozigoto ou homozigoto 
comum)

Para as análises de associação genética citadas acima foram 
utilizados os seguintes testes estatísticos:

a. Teste de correlação ou tendência: utilizado para qualquer 
modelo genético, exceto o genotípico;

b. Teste de tendência Cochran-Armitage: utilizado 
especificamente para o modelo aditivo, onde os genótipos dos casos são 
comparados com os dos controles seguindo uma tendência, a qual depende 
do número de alelos minor ou alternativos. A vantagem deste teste é que não 
é necessário assumir o equilíbrio de Hardy-Weinberg. 

c. Teste de qui-quadrado de Pearson: utilizado para qualquer 
modelo genético, exceto o aditivo, em tabelas de contingência descritas a 
seguir:

• Alélico básico: (casos versus controles) / (alelo major versus 
alelo minor) em tabelas 2x2;

• Genotípico: (casos versus controles) / (homozigotos raros versus 
homozigotos comuns versus heterozigotos) em tabelas 2x3;

• Dominante: (casos versus controles) / ([homozigotos raros ou 
heterozigotos] versus homozigotos comuns) em tabelas 2x2;

• Recessivo: (casos versus controles) / (homozigotos raros versus 
[heterozigotos ou homozigotos comuns]) em tabelas 2x2

d. Teste exato de Fisher: utilizado para qualquer modelo genético, 
exceto o aditivo, seguindo as mesmas tabelas de contingência que o teste 
qui-quadrado, porém evitando a aproximação do qui-quadrado ao analisar a 
probabilidade exata sob a hipótese nula de haver uma tabela de contingência 
pelo menos tão extrema quanto à observada, assumindo que haja uma 
probabilidade igual de qualquer permutação da variável dependente.

e. Razão de chances (odds ratio) com intervalos de confiança 
de 95%: utilizada para qualquer modelo genético, exceto o genotípico como 
a seguir:
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• Alélico básico: razão de chances do alelo minor ou alternativo 
aumentar o efeito e razão de chances do alelo major ou referência aumentar 
o efeito;

• Dominante: razão de chances “normal” ([homozigotos raros ou 
heterozigotos] versus homozigotos comuns) e razão de chances invertida 
(homozigotos comuns versus [homozigotos raros ou heterozigotos]);

• Recessiva: razão de chances “normal” (homozigotos raros 
versus [heterozigotos ou homozigotos comuns]) e razão de chances invertida 
([heterozigotos ou homozigotos comuns] versus homozigotos raros)

• Aditivo: razão de chances dos heterozigotos versus homozigotos 
comuns e razão de chances dos homozigotos raros versus os heterozigotos. 
Este teste serve como validação do próprio modelo, ao indicar a intensidade 
do efeito sobre a associação. Assim, se as duas razões de chances são 
semelhantes, então o modelo aditivo é considerado válido. No entanto, 
se forem muito diferentes, então outro modelo seria mais adequado. Por 
exemplo, uma razão de chances pouco significativa para homozigotos 
raros versus heterozigotos e muito significativa para heterozigotos versus 
homozigotos comuns indica que o melhor modelo para descrever o efeito 
seja o dominante.

f. Regressão logística: utilizada em qualquer modelo genético, 
exceto o genotípico. 

As análises das correlações dos genótipos com as variáveis clínico-
patológicas e a história familial foram feitas com o teste de regressão 
logística bivariada utilizando o programa SNP Variation Suite version 7.6.10 
(Golden Helix 2012). Foram selecionadas como variáveis dependentes os 
dados clínico-patológicos e a história familial, as quais foram transformadas 
em variáveis binárias e, como variáveis independentes, cada um dos três 
genótipos de cada SNP. O nível de significância α foi de 0,05 (bicaudado). Os 
métodos de correção empregados para múltiplos testes para controlar o erro 
tipo I ou falsos positivos foram o de Bonferroni e a taxa de falsa descoberta 
(false discovery rate), que é a proporção de falsos positivos entre todos os 
positivos sob as hipóteses nula e alternativa (BALDING 2006).
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4.1 CARACTERÍSTICAS DOS CASOS E CONTROLES
Dos 727 casos incluídos no estudo, 51% foram do sexo masculino, 

com média da idade ao diagnóstico de 56,9 ± 10,1 anos; 30% preencheram 
os critérios de Bethesda; 3% dos tumores foram adenomas avançados; a 
localização mais comum do CCR foi o reto e em torno de 10% houve um 
segundo tumor primário extra-cólon; o estadiamento III foi o mais frequente ao 
diagnóstico, com a maior parte dos tumores invadindo estruturas pericólicas/
perirretais, porém, sem metástases à distância; predominaram os tumores 
moderadamente diferenciados e com tipo histológico tubular; porém em 
quase metade dos casos os adenocarcinomas não foram especificados. A 
maior parte dos pacientes estava viva sem doença até o final da coleta dos 
dados (agosto de 2012) e cerca de 30% dos casos não apresentava história 
familial de CCR até parentes de 3º grau, apesar de que cerca de 20% não 
souberam referir com exatidão (Tabela 2). 

Dos 740 controles incluídos no estudo, 52% foram do sexo feminino, 
com média de idade de 51,9 ± 12,3 anos. Não houve diferença estatisticamente 
significativa entre os casos e controles quanto ao sexo e idade (p = 0,193).

Tabela 2: Características clínico-patológicas dos casos.
Características Categoria N %

Gênero
masculino 372 51,2

feminino 355 48,8

Idade
≥ 50 anos 565 77,7

< 50 anos 162 22,3

Critérios revisados de 
Bethesda

Sim 210 29,8

Não 494 70,2

n.a. 23

Tumor
CCR 704 96,8

adenoma avançado 23 3,2

Topografia

cólon proximal 122 16,7

cólon distal 265 36,5

reto 334 45,9

RESULTADOS
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Topografia
extra-cólon 81 11,1

ignorado 6 0,8

Estadiamento clínico inicial

0 17 2,4

I 114 16,2

II 168 23,9

III 209 29,7

IV 157 22,3

Ignorado
n.a.

40
23

5,7

T 

is 16 2,3

1 45 6,4

2 99 14,1

3 397 56,4

4 66 9,4

X 81 11,5

n.a. 23

N 

0 296 42,0

1 178 25,3

2 95 13,5

X 135 19,2

n.a. 23

M

0 515 73,2

1 157 22,3

X 32 4,5

n.a. 23

Grau de diferenciação

1 94 13,4

2 515 73,2

3 24 3,4

ignorado
n.a.

71
23 10,1

Tipo histológico

adenocarcinoma tubular/túbulo-viloso 233 32,0

adenocarcinoma mucinoso/dif. mucinosa 104 14,3

adenocarcinoma sem especificação 361 49,7

adenoma avaçado 23 3,2

outros 5 0,7

Status atual da doença

Vivo sem doença 416 57,2

Vivo com doença 85 11,7

Óbito por câncer 60 8,3

Óbito outras causas 4 0,6

Perda de seguimento 79 10,9

Ignorado 83 11,4

História familial

sim 222 30,5

não 375 51,6

Ignorado 130 17,8

n.a. não se aplica



C
ap

ítu
lo

 4

C
ap

ítu
lo

 4

38RESULTADOS 39RESULTADOS

4.2 GENOTIPAGEM DE SNPs E TESTES DE ASSOCIAÇÃO
O número de indivíduos genotipados para cada SNP e as respectivas 

frequências genotípicas estão na tabela a seguir:

Tabela 3: Frequências genotípicas em casos e controles.

As frequências alélicas, o número total de alelos e suas frequências, 
a taxa de genotipagem e o teste de equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) 
estão representados na tabela a seguir:

Tabela 4: Frequências alélicas nos casos e controles.

Os testes de associação genética com os respectivos modelos estão 
representados na tabela a seguir:
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Tabela 5: Testes de associação genética.

HMZR = homozigotos raros; HMZC = homozigotos comuns; HTZ = heterozigotos

Dos dez SNPs, cinco (06, 09 16, 82, 83) foram associados 
significativamente (p ≤ 0,05) com o risco ao CCR e dois (26 e 71) tenderam 
à associação (p < 0,1). O SNP 06 mostrou a associação mais significativa 
entre todos os SNPs em todos os modelos genéticos. O SNP 09 foi o único 
preditor de menor risco, principalmente no modelo dominante (diminuição 
de 25%), enquanto que os SNP 16 e 82 foram associados com maior risco 
no modelo recessivo (aumento de 45% e 85%, respectivamente). O SNP 
83 conferiu maior risco principalmente no modelo dominante (aumento de 
quase 50%). Os SNPs 26 e 71, por sua vez, obtiveram uma associação 
marginalmente significativa somente nos modelos alélico e aditivo, com 
tendência ao aumento do risco com o SNP 71 e diminuição do risco com o 
SNP 26. Em suma, dos cinco SNPs associados com o risco de CCR, dois 
(SNP 16 e 82) conferiram maior risco entre os homozigotos raros do que entre 
os heterozigotos, evidenciado pelo modelo recessivo e três (06, 09 e 83) o 
efeito no risco foi maior entre os heterozigotos do que entre os homozigotos 
comuns, evidenciado pelo modelo dominante. 

Na tabela a seguir estão representados os cinco SNPs associados 
ao CCR com os respectivos alelos ancestral e variante, as frequências do 
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alelo de risco em comparação com europeus, a magnitude do efeito do alelo 
variante sobre o risco e o risco atribuível populacional correspondente ao 
alelo variante, que é definido como a redução na incidência da doença se a 
população não fosse exposta ao alelo de risco.

Tabela 6: Os cinco SNPs associados com o risco de CCR.

*segundo dados do 1000 Genomes (www.1000genomes.org) **calculado pela 
fórmula: 100(FAR(OR – 1))/(1 + FAR(OR – 1))

Fonte: TENESA e DUNLOP (2009)

4.3 CORRELAÇÕES GENÓTIPO-FENÓTIPO
Na tabela a seguir são apresentadas as correlações estatisticamente 

significativas das variáveis clínico-patológica-familiais com os genótipos:

Tabela 7: Correlações genótipo-fenótipo
Variável Categoria SNP Genótipo OR [I.C. 95%] p

Classificação 
CCR

Bethesda
esporádico 82

26
16

AC
CC
TT
TT

Bethesda Esporádico
0.006
0.004
0.023
0.023

1.60 [1.14 – 2.24]
0.62 [0.44 – 0.86]
0.43 [0.20 – 0.95]
0.65 [0.45 – 0.95]

0.62 [0.45 – 0.87]
1.62 [1.16 – 2.26]
2.30 [1.06 – 5.01]
1.54 [1.05 – 2.24]

Idade < 50 anos
≥ 50 anos

26
82

TT
AC

< 50 anos ≥ 50 anos
0.010
0.0300.43 [0.17 – 1.11]

1.51 [1.05 – 2.17]
2.95 [1.15 – 7.56]
0.67 [0.47 – 0.96]

Sexo masculino
feminino

45 AA Masculino Feminino
0.0161.76 [1.10 – 2.82] 0.57 [0.35 – 0.91]

Tipo de tumor adenoma 26 TT 3.68 [1.31 – 10.36] 0.028

Local do 
tumor

cólon proximal
cólon distal

reto

45
83
82
82

45

CC
CC
AC
CC
AC
AC
CC

0.60 [0.40 – 0.91]
7.02 [1.48 – 33.32]
1.41 [1.02 – 1.93]
1.37 [1.01 – 1.85]
0.70 [0.51 – 0.95]
0.71 [0.52 – 0.95]
1.34 [1.00 – 1.81]

0.014
0.005
0.035
0.040
0.022
0.023
0.053

http://www.1000genomes.org


C
ap

ítu
lo

 4

42RESULTADOS 43RESULTADOS

Estadiamento 
clínico

0

I

II
III
IV

16

26

59
83
71
--
06

CC
CT
CT
CC
GG
CC
GT
--

CC

2.83 [1.07 – 7.46]
0.34 [0.11 – 1.04]
0.24 [0.05 – 1.06]

3.41 [0.96 – 12.07]
2.48 [1.34 – 4.60]

7.46 [2.07 – 26.88]
1.56 [1.08 – 2.24]

--
0.63 [0.41 – 0.98]

0.025
0.041
0.026
0.035
0.006
0.002
0.017
n.s.

0.035

Estadiamento 
clínico

0

I

II
III
IV

16

26

59
83
71
--
06

CC
CT
CT
CC
GG
CC
GT
--

CC

2.83 [1.07 – 7.46]
0.34 [0.11 – 1.04]
0.24 [0.05 – 1.06]

3.41 [0.96 – 12.07]
2.48 [1.34 – 4.60]

7.46 [2.07 – 26.88]
1.56 [1.08 – 2.24]

--
0.63 [0.41 – 0.98]

0.025
0.041
0.026
0.035
0.006
0.002
0.017
n.s.

0.035

Grau de 
diferenciação

bem diferenciado
mod.diferenciado

pouco 
diferenciado

--
83
06

--
CC
CT

--
3.71 [0.97 – 5.92]
2.40 [0.97 – 5.92]

n.s.
0.043
0.048

Tipo 
histológico

tubular/túbulo-
viloso

mucinoso/dif. 
mucinosa

09

--

CC

--

0.60 [0.36 – 1.00]

--

0.045

n.s.

História 
familial

sim
não

06 TT 0.58 [0.38 – 0.91] 0.014

Status da 
doença

vivo com doença
vivo sem doença

óbito por câncer

--
06
71

09
45

--
CC
GG
GT
TT
CC
AC

--
1.49 [1.02 – 2.17]
0.70 [0.50 – 0.99]
1.39 [1.01 – 1.93]
2.98 [1.15 – 7.70]
2.11 [1.23 – 3.62]
0.57 [0.33 – 1.00]

n.s.
0.035
0.042
0.045
0.040
0.006
0.045

Quanto à classificação do CCR, os heterozigotos para o SNP 82 
predisseram maior risco para o tipo Bethesda, enquanto que os homozigotos 
comuns para o SNP 82, os homozigotos raros para o SNP 26 e 16 tiveram 
maior risco para o tipo esporádico; em relação à idade ao diagnóstico, os 
heterozigotos para o SNP 82 predisseram maior risco para os menores de 
50 anos, enquanto que os homozigotos raros para o SNP 26 predisseram 
maior risco ao grupo mais velho; quanto ao sexo, os homozigotos comuns 
para o SNP 45 predisseram maior risco entre os homens e menor entre 
as mulheres; já em relação ao tipo de tumor, os homozigotos raros para o 
SNP 26 predisseram maior risco para o desenvolvimento de adenomas; 
considerando a localização do tumor, os homozigotos raros para o SNP 83 
e os heterozigotos para o SNP 82 predisseram maior risco para os tumores 
do cólon distal, enquanto que para os do cólon proximal, os homozigotos 
raros para o SNP 45 tiveram menor risco. Já para os para tumores do reto, 
os homozigotos raros para o SNP 45 e os homozigotos comuns para o SNP 
82 tiveram maior risco, enquanto que os heterozigotos para esses dois SNPs 
tiveram menor risco. Em relação ao estadiamento clínico inicial, o estádio 0 
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foi correlacionado com os homozigotos raros para o SNP 16 e homozigotos 
comuns para o SNP 26; o estádio I, com os homozigotos comuns para o SNP 
59 e raros para o SNP 83; o estádio II, como os heterozigotos para o SNP 71 e 
o estádio IV com menor risco entre os homozigotos raros para o SNP 06. Não 
houve correlação estatisticamente significativa entre nenhum dos genótipos 
e o estádio III. Em relação ao grau de diferenciação, os heterozigotos para os 
SNP 06 correlacionaram-se com os tumores pouco diferenciados, enquanto 
que os moderadamente diferenciados com os homozigotos raros para o SNP 
83. Os bem diferenciados não obtiveram significância estatística. Quanto ao 
tipo histológico, os homozigotos raros para o SNP 09 tenderam a um menor 
risco para o tipo tubular. A presença de um parente até 3º grau com CCR não 
foi correlacionada com nenhum dos genótipos, sendo que os homozigotos 
comuns para o SNP 06 apontaram para uma menor chance de história 
familial. Em relação ao status da doença, os homozigotos raros para os 
SNPs 09 e 45 predisseram maior risco para óbito devido ao CCR, enquanto 
que os homozigotos raros para o SNP 06 e os heterozigotos para o SNP 71 
predisseram maior chance de permanecerem vivos sem doença. Não houve 
correlação estatisticamente significativa entre os genótipos e a chance de 
permanecer vivo com doença.

4.4 TAMANHO DA AMOSTRA E PODER ESTATÍSTICO
Inicialmente, o presente estudo havia sido desenhado com um 

tamanho amostral de 700 indivíduos (350 casos e 350 controles). Contudo, 
a posteriori, utilizando um programa de cálculo de tamanho de amostra 
(G*POWER 3.1, FAUL et al. 2009), estimou-se um total de 1.500 indivíduos 
(750 casos e 750 controles) para identificar uma associação entre os dez 
SNPs, com um odds ratio estimado de 1.5, poder estatístico de 80% e α 
bicaudado de 0,005 (corrigido pelo método de Bonferroni). Ao calcular o poder 
estatístico para cada SNP, com suas respectivas frequências alélicas (alelo 
minor) entre os casos e controles estudados, utilizando o mesmo programa, 
o único SNP que atingiu poder superior a 80% foi o SNP 06 (α bicaudado de 
0,05). Abaixo são apresentados os gráficos dos cálculos do poder estatístico 
para cada um dos SNPs (Figura 8 A-J).
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Figura 8: A – J - Cálculos do poder estatístico (linha vermelha: α = 0,05; 
linha azul: α = 0,1)
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48DISCUSSÃO

5.1 PODER ESTATÍSTICO
O poder de um teste estatístico é a probabilidade do teste resultar 

em um resultado estatisticamente significativo dado que a hipótese nula seja 
falsa, ou seja, a chance de que um estudo detecte um efeito verdadeiro. Vários 
fatores podem afetar o poder para detectar uma associação entre um fator de 
risco e e uma doença, principalmente: a magnitude do efeito do fator de risco, 
o tamanho da amostra, a prevalência da doença, o desenho do estudo e a 
taxa específica de falsos positivos (EVANS e PURCELL 2007). Na ocasião de 
um estudo genético caso-controle para testar a associação entre um lócus/loci 
ou SNP(s) e uma doença, determinados fatores podem influenciar o poder: o 
efeito sobre o risco, o modo de herança, a razão entre casos e controles, as 
frequências alélicas e a extensão do desequilíbrio de ligação entre o marcador 
e o SNP funcional. O pesquisador deve decidir antecipadamente quais 
parâmetros levará em conta, uns sob seu controle (tamanho da amostra, taxa 
de erro tipo I ou α, prevalência da doença) e outros não, como as frequências 
alélicas, o grau de desequilíbrio de ligação, o modo de herança e o efeito 
genético. Em geral, o poder para detectar uma associação é diretamente 
proporcional à frequência do alelo da doença (minor) e à magnitude do efeito, 
embora dependa, em parte, do modo de herança. Por exemplo, na herança 
dominante, mais indivíduos serão necessários se a frequência do alelo da 
doença for alta. Basicamente, há duas maneiras de aumentar o poder de um 
teste estatístico: aumentando o tamanho da amostra e a magnitude do efeito, 
neste último, ao selecionar acuradamente os fenótipos ou genotipar mais 
densamente uma região de interesse. Por exemplo, selecionar pacientes com 
história familial de câncer em parentes de 1º grau enriqueceria a contribuição 
genética e poderia reduzir o tamanho necessário da amostra em até quatro 
vezes (ANTONIOU e EASTON 2003). Similarmente, o poder estatístico pode 
ser aumentado com a inclusão de “super-controles”, como indivíduos idosos 
saudáveis rastreados com colonoscopia, ou aqueles sem história familial de 
CCR (TENESA e DUNLOP 2009). Da mesma forma, realizar uma metanálise, 
onde se aumenta o número de casos e controles por estudos replicativos 
independentes em múltiplas fases em populações semelhantes eleva a 
significância estatística (HOULSTON et al. 2008).

Haveria pelo menos três explanações plausíveis interdependentes 

DISCUSSÃO
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para a falta de associação no presente estudo: 
1. poder limitado pela amostra insuficiente;
2. diferenças entre os padrões de desequilíbrio de ligação (DL) das 

variantes pesquisadas com as variantes causais entre diferentes grupos 
étnicos da população brasileira;

3. diferenças de penetrância das variantes causais e, 
consequentemente, dos efeitos dos alelos de risco.

A falta de associação estatisticamente significativa entre os SNPs 
21, 26, 45, 59 e 71, embora houvesse uma tendência à associação com os 
SNPs 26 e 71, muito provavelmente deveu-se à falta de poder pelo tamanho 
insuficiente da amostra. Assim, o número amostral deveria ser aumentado, 
levando em consideração tanto a frequência quanto a penetrância dos alelos 
de risco entre os casos e controles para evidenciar tal associação. Segundo o 
programa G*POWER 3.1, no caso do SNP 26, seria necessária uma amostra 
de cerca de 5.200 indivíduos para atingir um poder de 80% e α bicaudado 
de 5% (Figura 8e); o SNP 71, por sua vez, a genotipagem de cerca de 5.900 
indivíduos atingiria tal poder (Figura 8h).

HE et al. (2011) falharam em replicar a associação em oito dos 11 
SNPs pesquisados (dez neste estudo) em 2.705 indivíduos americanos-
europeus (1.171 casos e 1.534 controles). Dos oito SNPs não associados no 
estudo norte-americano, quatro foram associados neste estudo (SNP 06, 09 
16 e 83) e três não foram associados com risco (SNP 21, 45 e 59). O poder 
do estudo para detectar os efeitos desses oito SNPs relatados nos GWAS 
foi 84% para o SNP 06, o único acima de 80% (assim como neste estudo) e 
entre 34% e 62% para os outros sete SNPs, denotando, assim, falta de poder 
estatístico. 

VON HOLST et al. (2010) também não conseguiram replicar a 
associação em seis dos 11 SNPs pesquisados (dez neste estudo) em 3.535 
suecos (1.786 casos e 1.749 controles). Dos seis SNPs não associados, três 
foram associados neste estudo (SNP 09 16, 82) e dois não foram associados 
(SNP 21 e 45). Os autores argumentam que tal falha poderia ser explicada 
por populações diferentes, tamanho da amostra e métodos de genotipagem, 
porém as frequências genotípicas foram similares às dos GWAS e o método 
empregado (TaqMan) foi validado. Outros estudos replicativos europeus 
verificaram associação com os SNPs 06, 59 e 71 (POYNTER et al. 2007; 
THOMPSON et al. 2009; MIDDELDORP et al. 2009).

Uma metanálise recente utilizou os dados de GWAS com 6.322 
indivíduos americanos (2.906 casos e 3.416 controles) e replicou em 
mais 17.262 indivíduos (8.161 casos e 9.101 controles) de dez estudos 
independentes de vários países (Canadá, Alemanha, França, Israel e Estados 
Unidos), totalizando uma amostra de 23.584 indivíduos (11.067 casos e 
12.517 controles). O estudo encontrou associação em oito dos dez SNPs 
pesquisados (os mesmos deste estudo) com um nível de significância de 
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0,05; porém, nenhum dos 10 atingiu significância estatística após ajustar para 
múltiplas análises. Os autores argumentaram que a falha em replicar os GWAS 
possa ter devido à metodologia aplicada, já que o tamanho da amostra foi 
suficientemente grande e a população selecionada foi de indivíduos “brancos 
hispânicos”, o que diminuiu a chance de diferentes DL (PETERS et al. 2012).

5.2 FREQUENCIAS E EFEITOS DOS SNPs
Nas doenças comuns, como no CCR, estima-se que grande parte 

do risco genético deva-se à herança de múltiplos loci seguindo um modelo 
poligênico, cada um com frequências alélicas comuns (FAm maior do que 
5%), e efeitos de baixa magnitude, com riscos relativos entre 1,0 e 1,5 
(TOMLINSON et al. 2010). Desse modo, para se detectar tais efeitos pequenos, 
é necessário que a amostra seja suficientemente grande. Esta estratégia foi 
claramente validada por metanálises dos dados dos GWAS europeus, onde 
dezenas de milhares de indivíduos foram genotipados por plataformas de 
grande cobertura do genoma, seguido de validação por múltiplas fases, com 
séries independentes de caso e controles. Mesmo assim, somente cerca de 
20 SNPs comuns com efeitos modestos sobre o risco (menores do que 30%) 
foram detectados até o momento, cada um com um nível de significância 
abaixo de um limiar pré-definido controlado por múltiplos testes (5,0 x 10-8). 
Na tabela abaixo estão representados os GWAS europeus com os dez SNPs 
de suscetibilidade ao CCR que foram investigados neste estudo:

Tabela 8: Dados dos dez SNPs identificados pelos GWAS em populações 
européias.

SNP alelo de 
risco

frequência 
do alelo 
de risco

magnitude 
do efeito 

(OR alélico)

risco 
atribuível 

populacional 
(%)

tamanho 
total da 
amostra

referências

rs4939827 
(SNP 06) C (major) 0,52 aumenta 

18% 8,6 15.362 Broderick et 
al. 2007

rs10411210 
(SNP 09)

T (minor)
C (major)

0,10
0,90

diminui 13%
aumenta 

15% 

--
11,9 41.259 Houlston et 

al. 2008

rs4444235 
(SNP 16) C (minor) 0,46 aumenta 

11% 4,8 41.259 Houlston et 
al. 2008

rs9929218 
(SNP 21) G(major) 0,71 aumenta 

10% 6,6 41.259 Houlston et 
al. 2008

rs4779584 
(SNP 26) T (minor) 0,18 aumenta 

26% 4,5 14.663 Jaeger et al. 
2008

rs961253 
(SNP 45) A (minor) 0,36 aumenta 

12% 4,0 41.259 Houlston et 
al. 2008

rs10795668 
(SNP 59) G (major) 0,67 aumenta 

12% 7,4 37.371 Tomlinson et 
al. 2008
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rs6983267 
(SNP 71) G (major) 0,51 aumenta 

21% 9,7 14.470 Tomlinson et 
al. 2007

rs3802842 
(SNP 82) C (minor) 0,29 aumenta 

12% 3,4 27.794 Tenesa et al. 
2008

rs16892766 
(SNP 83) C (minor) 0,07 aumenta 

25% 1,7 37.371 Tomlinson et 
al. 2008

No presente estudo, houve associação em metade dos SNPs 
pesquisados (06, 09 16, 82 e 83), cujos alelos de risco mostraram frequências 
muito próximas às dos GWAS europeus (8% a 49% neste estudo; 7% a 52% 
nos GWAS europeus), com exceção do alelo de risco do SNP 06 (C=47% 
neste estudo e T=52% nos GWAS). Os efeitos também foram modestos (21% 
a 43% neste estudo; 10 a 26% nos GWAS). O SNP 06 foi a variante que 
obteve o maior efeito sobre o risco (43%) e com a maior associação (ptrend = 
3,49 x 10-5), conferindo o maior risco populacional (16,8%), enquanto que no 
GWAS europeu aumentou-se o risco em até 23%, representando 8,6% do 
risco populacional (TENESA e DUNLOP 2009). No estudo original, também 
foi o SNP que mostrou maior associação (ptrend = 1,0 x 10-12) (BRODERICK et 
al. 2007). O SNP 09 (rs10411210) foi identificado em associação com um risco 
diminuído de maneira dose-dependente (em heterozigotos diminui até 17% e 
em homozigotos, até 41%) (HOULSTON et al. 2008). Neste estudo, porém, o 
efeito foi observado apenas no modelo dominante, onde os homozigotos raros 
e os heterozigotos possuem o mesmo risco. Vale ressaltar que nos estudos 
europeus o alelo major(C) confere aumento de 15% do risco, representado 
12% do risco populacional (TENESA e DUNLOP 2009). Neste estudo houve 
uma tendência ao maior risco (1,0 a 1,47), porém não foi estatisticamente 
significativo (p = 0,08). O SNP 16, por sua vez, foi associado um risco maior 
neste estudo (26%) do que nos GWAS europeus (11%), assim como o risco 
populacional (11,3% contra 4,8%) (TENESA e DUNLOP 2009). Da mesma 
forma, os SNP 82 e 83 também aumentaram mais o risco neste estudo (29% 
e 39%, respectivamente) do que nos GWAS (12% e 25%), assim como o 
risco populacional (7% e 3%, respectivamente neste estudo contra 3,4% e 
1,7%, nos GWAS) (TENESA e DUNLOP 2009).

5.3 ESTRATIFICAÇÃO POR ANCESTRALIDADE
Com a mesma relevância, outro fator que se deve levar em 

consideração é a estratificação populacional por ancestralidade como fator de 
confusão. As comparações entre grupos étnicos diferentes têm demonstrado 
que as frequências alélicas podem variar amplamente, assim, alguns SNPs 
podem ser informativos em uma população e não em outras, com efeitos 
maiores ou menores, dependendo da ancestralidade. Esta é uma das possíveis 
explicações para algumas associações falso-positivas relatadas na literatura 
(TOMLINSON et al. 2010). O mapeamento de miscigenação (do inglês, 
admixture mapping) é desenhado para avaliar a variação da ancestralidade, 
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utilizando painéis de marcadores informativos de ancestralidade (do inglês, 
ancestry-informative markers), que permitem comparar o DL da miscigenação 
com o DL padrão das populações parentais. A distribuição das frequências 
haplotípicas na população miscigenada pode diferir substancialmente das 
populações parentais. Em um dado locus, as frequências alélicas podem 
variar entre as populações parentais, assim, a frequência alélica esperada na 
população miscigenada é a combinação linear das frequências alélicas das 
populações parentais com a proporção de miscigenação da amostra. Isto, 
ultimamente, vai determinar quantos marcadores são necessários para o 
mapeamento das variantes funcionais, reduzindo as taxas de erros por falsos 
positivos ao eliminar o fator de confusão por ancestralidade (SHRINER et al. 
2011). 

Aproximadamente 90% dos GWAS, foram conduzidos com a 
utilização de amostras de indivíduos de ancestralidade europeia, isto é, 
numa população geneticamente homogênea de ambientes relativamente 
homogêneos (NEED e GOLDSTEIN 2009).

Um exemplo de doença vastamente estudada na população 
europeia por mais de 20 GWAS é o diabetes tipo 2, os quais identificaram 
cerca de 50 SNPs significativos, e cuja metanálise replicou os resultados 
em mais de 94.000 amostras (VISSCHER et al. 2012). Mais recentemente, 
estudos utilizaram amostras de asiáticos orientais, sul-asiáticos e hispânicos 
e mostraram que, apesar das diferenças entre as frequências alélicas e 
os padrões de DL, a maioria dos SNPs encontrados em um grupo étnico 
mostrou evidência de associação em outro grupo. Isto indica que as variantes 
comuns detectadas pelos GWAS são, provavelmente, o resultado de alelos 
amplamente distribuídos que são altamente frequentes nas populações, 
refletindo que há um alto DL de uma variante causal com pequeno efeito 
(VISSCHER et al. 2012).

Da mesma forma, a vasta maioria dos GWAS em câncer de mama 
e próstata foi realizada em populações europeias. Recentemente, estudou-
se a validação de SNPs de risco para cânceres de próstata e mama em 
duas populações, afro-americana e hispano-americana. Para avaliar a 
ancestralidade e ajustar a estratificação, foram utilizados 200 marcadores 
informativos de ancestralidade, baseando-se nas frequências alélicas 
ancestrais das populações africana e europeia do projeto HAPMAP. O estudo 
verificou que alguns SNPs permaneceram significativamente associados ao 
risco enquanto que outros não, após o ajuste para estratificação e para o 
efeito da interação com o SNP de interesse. Os autores concluíram que a 
estratificação populacional pode causar inflação ou deflação na significância 
estatística dos SNPs identificados pelos GWAS, e que o não-paremanto 
perfeito entre casos e controles, das frequências alélicas de cada grupo 
racial, pode revelar associações falso-positivas. Por exemplo, de todos os 
SNPs estudados para câncer de próstata, somente um (rs16901979) foi 
significativo nos afro-americanos após o ajuste (BARNHOLTZ-SLOAN et al. 



C
ap

ítu
lo

 5

C
ap

ítu
lo

 5

52DISCUSSÃO 53DISCUSSÃO

2011). 
Igualmente às outras doenças complexas e outros tumores, a maioria 

dos GWAS em CCR foi empregada nas populações europeias, com vários 
estudos replicativos nos próprios europeus, que encontraram associações 
estatisticamente significativas com os SNPs dos estudos originais (POYNTER 
et al. 2007; TUUPANEN et al. 2008; BERNDT et al. 2008; THOMPSON et al. 
2009; MIDDELDORP et al. 2009; NIITTYMAKI et al. 2010).

Poucos estudos foram replicados em diferentes etnias, como a 
população japonesa, chinesa e norte-americana (CURTIN et al. 2009; 
MATSUO et al. 2009; KUPFER et al. 2009; XIONG et al. 2010; HE et al. 2011). 

HE et al. (2011) estudaram, nos Estados Unidos 11 SNPs em 3.311 
casos e 4.466 controles de cinco etnias auto-relatadas (americanos europeus, 
americanos africanos, havaianos nativos, americanos japoneses e latino-
americanos). Para avaliar os potenciais efeitos de confusão da estratificação 
populacional, foi realizada uma análise de componente principal (do inglês, 
principal component analysis) da genotipagem de 1.389 SNPs entre casos 
e controles de uma corte multi-étnica independente. As frequências alélicas 
variaram substancialmente entre os grupos étnicos. Nos americanos europeus 
foi confirmada a associação de nove SNPs com maior risco, consistente com 
os GWAS europeus, enquanto que dois SNPs (rs961253 e rs6983267) foram 
associados com maior risco em americanos africanos. Além disso, houve um 
efeito cumulativo estatisticamente significativo dos alelos de risco de CCR em 
todas as etnias estudadas, exceto nos americanos japoneses.

A variante rs6983267 (SNP 71) aumentou o risco em todas as 
populações estudadas: europeias, asiáticas e em cinco etnias norte-
americanas, podendo ser caracterizado como um marcador pan-étnico de 
risco ao CCR (HE et al. 2011).

A identificação das variantes causais a partir de um tagSNP 
estatisticamente associado ao CCR é difícil, pois geralmente mais de um 
gene situa-se no bloco de DL indicado pela associação com o tagSNP. 
Por isso, estudar diferentes grupos étnicos com diferentes padrões de 
blocos de DL pode ser útil em refinar o lócus de suscetibilidade antes do 
resequenciamento e análises funcionais. Um exemplo foi um estudo que 
identificou novas variantes próximas aos genes da via BMP: GREM1, BMP4 
e BMP2 (TOMLINSON et al. 2011). A utilidade dessa abordagem depende do 
tamanho da amostra, da seleção dos fenótipos e das frequências dos alelos 
de risco em cada grupo étnico.

Assim, é mister expandir os GWAS para populações mais 
heterogêneas por três motivos principais:

• identificar novos loci que não foram identificados em populações 
europeias devido à uma baixa frequência alélica, resultando em um baixo 
poder estatístico;

• estabelecer a extrapolação ou replicação dos achados em 
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populações europeias em populações não-europeias; e
• estudar doenças pouco prevalentes na Europa.
Neste estudo não foi investigada a estratificação populacional por 

ancestralidade, uma vez que um dos objetivos do estudo multicêntrico no 
qual este se insere, o Estudo Genético de Câncer Colorretal na Hispânia e 
nas Américas, é a busca de novos SNPs através da combinação do GWAS 
com o mapeamento de miscigenação entre as populações europeia e latino-
americana, incluindo a brasileira.

Sabe-se, no entanto, que a população brasileira, embora ricamente 
miscigenada, tem uma maior prevalência de indivíduos de ascendência 
europeia, majoritariamente nas regiões Sul (79,5%) e Sudeste (74,2%) do 
país. PENA et al. (2011) utilizaram um painel com 40 marcadores informativos 
de ancestralidade (MIA) europeia, africana e ameríndia para estudar a 
heterogeneidade étnica no Brasil em quase mil indivíduos. Verificou-se que 
há discrepâncias entre o critério de cor auto-referida (branco, pardo e negro) e 
a ancestralidade. Por isso, preferiu-se não utilizar cor ou raça como variáveis 
para inferir ancestralidade. GIOLO et al. (2012) estudaram a ancestralidade 
da população do Sudeste brasileiro ao comparar 138 indivíduos brasileiros 
com os dados de 991 indivíduos de 11 populações do projeto HapMap, que 
incluem asiáticos, europeus, africanos e mexicanos. Foram utilizados três 
painéis de MIA e, após as análises de componente principal, concluiu-se que 
a população desta região do país é derivada da miscigenação entre europeus, 
africanos e ameríndios, principalmente entre os dois primeiros. 

A amostra deste estudo foi selecionada de um único hospital, 
majoritariamente de cunho privado, situado em um bairro central de São 
Paulo, cuja maioria dos pacientes referiu ser descendente de europeus. 
Como as frequências alélicas dos SNPs assemelharam-se às da população 
europeia (segundo o estudo 1.000 Genomes), inferir-se-ia que as frequências 
haplotípicas (entre o tagSNP e a variante causal) também o são, devido a um 
DL menos heterogêneo, como o da população europeia. Entretanto, com o 
intuito de replicar integralmente os dados dos GWAS europeus na população 
brasileira, assim como em outras populações recentemente miscigenadas, 
dever-se-ia controlar os fatores passíveis de causarem associações espúrias, 
como a ancestralidade, assim sendo, portanto, imprescindível analisar tal 
estratificação populacional.

5.4 CORRELAÇÕES GENÓTIPO-FENÓTIPO
Com o intuito de averiguar se algum dos 30 genótipos dos SNPs 

estudados seria capaz de predizer algum fenótipo, sejam características 
do tumor ou características dos pacientes, assim como a história familial, 
confrontamos cada uma das variáveis dependentes, separadamente, com 
os 30 genótipos. O SNP 06 foi preditor de estar vivo sem doença (entre os 
homozigotos raros), sem história familial (entre os homozigotos comuns), de 
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tumores pouco diferenciados, e sem metástases à distância (estádio IV). 
Um estudo recente analisou a significância prognóstica de 11 SNPs 

(cinco do presente estudo) associados ao CCR em 583 pacientes europeus-
americanos e em africanos-americanos com diferentes estadiamentos, 
submetidos ou não à quimioterapia. Após as correções estatísticas e análises 
multivariadas (incluindo etnia), nenhuma das variantes mostrou alterar a 
sobrevida global. Entretanto, a variante rs4939827 (SNP 06) em homozigose 
mostrou correlação com estádios iniciais precoces ao diagnóstico (HOSKINS 
et al. 2012). No presente estudo, observou-se um menor risco ao estadio 
IV e maior chance de sobreviver sem doença entre os homozigotos raros 
do SNP 06 (genótipo CC), muito provavelmente por serem tratados com 
intenção curativa. Este SNP situa-se no íntron 3 do gene SMAD7, que é um 
antagonista da via da superfamília do TGF-β, bloqueando a ativação de sinais 
downstream. Distúrbios na expressão do SMAD7 têm sido implicados na 
progressão do CCR (BRODERICK et al. 2007). A variabilidade interindividual 
da expressão de genes implicados em fatores de crescimento, apoptose e 
imunológicos pode influenciar mais os estágios tardios do que os eventos 
iniciais do CCR (TOMLINSON et al. 2010).

Os homozigotos raros do SNP 16 (genótipo CC) e do SNP 83 
(genótipo CC) também se correlacionaram com um estadiamento mais 
precoce (0 e I, respectivamente). Interessantemente, parece que tais alelos 
parecem ter um efeito protetor quanto à progressão do CCR, apesar de 
aumentarem a suscetibilidade. A variante rs4444235 (SNP 16) situa-se 
próximo ao gene BMP4, outro membro da família TGF-β, que tem papel 
importante na tumorigênese do CCR (WHITELAW et al. 1997). Um estudo 
espanhol, no entanto, encontrou associação do SNPs 83 e 71 com tumores 
em estágios mais avançados (ABULI et al. 2010). Vários estudos anteriores 
também verificaram a falta de correlação estatística entre SNPs e a sobrevida 
do CCR, exceto um realizado em chineses da etnia Han, no qual verificou-
se a redução do risco de morrer e de recidiva tumoral entre os homozigotos 
comuns para os rs4779584 (SNP 26) e rs10795668 (SNP 59) (XING et al. 
2011). As divergências entre os estudos chinês, norte-americano e europeu 
parecem ser mais de ordem metodológica do que por diferenças entre as 
frequências alélicas (HOSKINS et al. 2012). No presente estudo, também 
houve associação entre os homozigotos comuns dos SNPs 26 (genótipo CC) 
e 59 (genótipo GG) e o estadiamento precoce (0 e I, respectivamente). ABULI 
et al. (2010) também verificaram tal associação entre o SNP 59 e tumores 
precoces. 

Neste estudo verificou-se uma chance maior de óbito por câncer 
entre os homozigotos raros dos SNPs 09 (genótipo TT) e 45 (genótipo CC). 
As variantes rs10411210 (SNP 09) e rs961253 (SNP 45) situam-se próximos 
dos genes RHPN2 e BMP2, respectivamente, e também são membros da 
superfamília TGF-β (TENESA e DUNLOP 2009). No estudo escocês de 
TENESA et al. (2010), por outro lado, não houve correlação com nenhum 
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dos dez SNPs e a mortalidade câncer-específica, mas com certa tendência 
quanto ao SNP 45, após ajustar por estadiamento, idade e sexo (p = 0,07). 
Como não houve associação estatisticamente significativa entre o risco de 
CCR e os SNPs 45 e 59 no presente estudo, não é possível inferir que houve 
correlação direta com a mortalidade por câncer.

Além de influenciarem o risco de desenvolver o CCR, é provável 
que as variantes também influenciem a história natural da doença, tornando-
se potenciais fatores prognósticos, como progressão e metástase. Todos 
os estudos prognósticos foram retrospectivos e se restringiram às mesmas 
variantes de predisposição, assim como neste estudo, limitando, portanto, 
seu impacto na prática clínica. 

Em relação à idade, os homozigotos raros para o SNP 26 (genótipo 
TT) correlacionaram-se com indivíduos com 50 anos ou mais, enquanto 
que os heterozigotos para o SNP 82 (genótipo AC), com os mais jovens 
(menores que 50 anos). Entre os GWAS, o rs3802842 (SNP 82) também 
mostrou associação com casos mais jovens (abaixo dos 66 anos), enquanto 
que os SNPs 71 e 45 associaram-se com indivíduos mais velhos (HE et al. 
2011). ABULI et al. (2010) também encontraram associação entre o SNP 82 e 
idade precoce ao diagnóstico (abaixo dos 50 anos). O rs16892766 (SNP 83) 
teve maior efeito nos casos abaixo dos 60 anos (TOMLINSON et al. 2008). 
Um estudo replicativo em suecos encontrou associações entre o SNP 71 e 
pacientes acima dos 60 anos, e entre homozigotos para os SNPs 09 e 59 e 
pacientes mais jovens (VON HOLST et al. 2010).

Em relação ao sexo, houve associação entre os homozigotos comuns 
para o SNP 45 (AA) e o sexo masculino, porém, sem relevância clínica, já 
que este SNP não obteve associação com o risco de CCR. Entre os GWAS 
e os estudos replicativos, um estudo revelou associação entre os SNPs 09 
e 21 com o sexo masculino (HE et al. 2011), enquanto que outro encontrou 
o alelo de suscetibilidade do SNP 21 mais frequentemente nas mulheres 
(HOULSTON et al. 2008).

Quanto à localização do tumor, ABULI et al. (2010) encontraram 
associação entre o SNP 26 e tumores retais, e entre os SNPs 16 e 09 e tumores 
no cólon. Já, TOMLINSON et al. (2008) verificaram que o SNP 59 conferiu 
maior risco de tumores no reto do que no cólon. TENESA et al. (2008), por sua 
vez, encontraram esta correlação entre os SNPs 06 e 82. Interessantemente, 
nos indivíduos japoneses do estudo (7.579 no total), não houve aumento de 
risco para câncer de cólon em comparação com os europeus, evidenciando 
assim o primeiro alelo de suscetibilidade específico de uma população. Neste 
estudo, como houve apenas 60 indivíduos asiáticos, não foi possível revelar 
tal associação. O câncer retal foi mais comum entre os homozigotos para o 
SNP 45 (genótipo CC).

Em relação ao grau de diferenciação do tumor, apenas um estudo 
encontrou efeito maior dos SNPs 71 e 06 em tumores bem diferenciados 
ABULI et al. (2010). Neste estudo, porém, não foi encontrada correlação com 
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o maior grau de diferenciação, mas sim, entre os moderadamente e pouco 
diferenciados e os SNPs 83 (genótipo CC) e 06 (genótipo CT). Quanto ao 
tipo histológico, não foi encontrado nenhum estudo com essa variável na 
literatura. No presente estudo, foi encontrado com maior frequência o tipo 
tubular entre os heterozigotos para o SNP 09 (genótipo CT) com tendência à 
significância estatística (p = 0,053). 

Em relação à história familial, neste estudo houve correlação entre 
os homozigotos comuns (genótipo TT) do SNP 06 e um menor risco para 
história familial até parentes de 3º grau. No GWAS original, no entanto, foram 
selecionados 940 indivíduos com CCR familial nos quais foi identificado o 
SNP 06 (BRODERICK et al. 2007). Entre os outros GWAS e metanálises, 
nenhum encontrou correlação com a história familial, e entre os estudos 
replicativos, somente três encontraram correlação entre os SNPs 06, 71 e 
59, os dois primeiros SNPs com maior chance entre parente de 1º grau, e o 
último, entre homozigotos raros e câncer esporádico (TUUPANEN et al. 2008; 
ABULI et al. 2010; VON HOLST et al. 2010). Um estudo finlandês verificou a 
diferença entre os CCR esporádico e familial e a correlação com o número 
de alelos de risco em 10 SNPs (os mesmos deste estudo). Observou-se 
que a média de alelos de risco nos casos familiais foi 11, enquanto que nos 
casos esporádicos foi 10, e para cada alelo, a chance de ter história familial 
aumentou 16%. Os indivíduos com 15 alelos de risco tiveram mais que o 
dobro da chance de ter um parente de 1º grau afetado do que os indivíduos 
com 10 alelos (NIITTYMÄKI et al. 2010). 

Neste estudo também se utilizaram os critérios revisados de Bethesda 
(UMAR et al. 2004) para avaliar a associação entre os alelos de risco e os 
CCR esporádico e familial. Segundo um recente estudo populacional em 
mais de 2.000 casos com CCR, a sensibilidade e especificidade dos critérios 
de Bethesda para o diagnóstico da síndrome de Lynch é de 86% e 78%, 
respectivamente (PEREZ-CARBONELL et al. 2012). Verificou-se correlação 
entre os indivíduos heterozigotos para o SNP 82 (genótipo AC) com critérios 
positivos, enquanto que os homozigotos raros (genótipo CC) para os SNP 
16 e 26 correlacionaram-se com o tipo esporádico. Nos GWAS originais, 
não foi observada correlação desses SNPs com as variáveis pesquisadas, 
porém nenhum utilizou os critérios de Bethesda como variável (HOULSTON 
et al. 2008; TENESA et al. 2008; JAEGER et al. 2008). Apenas dois estudos 
utilizaram a pesquisa de instabilidade de microssatélites para a correlação, 
e um deles encontrou associação entre os tumores estáveis e o SNP 16, de 
certa forma, favorecendo ao câncer esporádico, já que a minoria dos tumores 
esporádicos apresentam instabilidade de microssatélites (HOULSTON et al. 
2008; TOMLINSON et al. 2008).

Em relação ao risco de adenoma avançado em relação ao de CCR, 
os homozigotos raros para o SNP 26 (genótipo TT) apresentaram maior risco 
de adenomas. Apenas um estudo verificou tal associação, porém com os 
SNPs 21 e 71, ambos em homozigose (ABULI et al. 2010). JAEGER et al. 
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(2008) identificaram o SNP 26 (rs 4779584) como fator de risco para o CCR, 
embora não tenham observado diferença na formação de pólipos serrilhados 
entre os indivíduos com o alelo de risco. Esta variante situa-se próxima ao 
gene GREM1, um antagonista dos genes BMP, membros da família TGF-β 
(TENESA e DUNLOP 2009). A perda dos sinais em BMP foi relatada na 
progressão de adenomas avançados para câncer precoce (HARDWICK et 
al. 2008).

5.5 CONSIDERAÇÕES FINAIS
Apesar dos avanços na compreensão da etiologia da suscetibilidade 

genética ao CCR, desafios consideráveis ainda permanecem, tais como:
• identificar as variantes causais responsáveis pelas associações;
• elucidar as consequências funcionais das variantes causais;
• determinar a contribuição dessas variantes para o risco genético 

em outras populações.
Outro desafio é identificar parte da “herdabilidade faltante” do CCR 

atribuída às variantes raras causais e com maior penetrância. A última 
geração de sequenciadores de alta performance tem reduzido os custos 
do ressequenciamento do genoma com uma grande abrangência e oferece 
o potencial para identificar tais variantes. Obviamente, devem também ser 
incluídos os fatores ambientais nas estimativas de risco, já que contribuem 
com a maior parte da etiologia do CCR e que, pelo menos em teoria, mas 
provavelmente na prática, algumas variantes possam ter maiores ou menores 
efeitos, dependendo dos fatores do ambiente (dieta, estilo de vida, consumo 
de álcool, etc.). Nesse sentido, a abordagem com vários estudos colaborativos 
e consórcios internacionais que englobem diferentes populações, ajudará a 
elucidar as interações entre as variantes genéticas e os fatores ambientais.

Por fim, considerando as potenciais implicações de tais pesquisas 
em medidas de saúde pública, no sentido de prevenir o CCR e reduzir sua 
incidência e mortalidade, seja pelo diagnóstico e tratamento precoces de 
pólipos adenomatosos por exames de rastreamento, como a colonoscopia, 
seja pela quimioprofilaxia com o uso da aspirina, por exemplo, a estratificação 
do risco populacional poderia ser uma medida custo-efetiva, na medida em 
que os recursos sejam empregados com equidade sócio-econômica.
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O presente estudo de associação caso-controle procurou identificar 
na população brasileira dez variantes comuns de suscetibilidade ao CCR 
que haviam sido previamente identificadas em populações de ancestralidade 
europeia. Foi obtida associação estatisticamente significativa em metade dos 
SNPs pesquisados, a saber: 

rs4939827 ou SNP 06; 
rs10411210 ou SNP 09; 
rs4444235 ou SNP 16; 
rs3802842 ou SNP 82 e 
rs16892766 ou SNP 83

Os alelos de risco mostraram frequências muito próximas às dos 
europeus, assim como os efeitos de cada alelo/genótipo também foram 
modestos. O SNP 06 foi a variante que obteve o maior efeito sobre o risco 
e obteve a associação mais significativa, conferindo, portanto o maior risco 
atribuível populacional.

No que se refere às correlações genótipo-fenótipo, foram encontradas 
correlações entre todas as variáveis analisadas, com destaque para o 
SNP 06 e o melhor prognóstico do CCR e o SNP 82 com os critérios de 
Bethesda. Entretanto, deve-se salientar que as análises foram bivariadas e 
retrospectivas.

CONCLUSÃO
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67ANEXO 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Coleta de Sangue 
(Casos)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Indivíduos com 
Câncer Colorretal
(Conforme os termos das Resoluções 196/96 e CNS 251/97 do Ministério da 
Saúde)

NOME DO PROJETO: “Estudo Genético do Câncer Colorretal na Hispânia 
e nas Américas”

I. DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO PACIENTE OU RESPONSÁVEL LEGAL

Nome do Participante:  ������������������������������������������
Sexo: ____________________Data de nascimento:______/ ______/ �����
Documento de identidade n°: �������������������������������������
Endereço: ����������������������������������������������������
Complemento: �������������������������������������������������
Cidade: ������������������������������������������������������
Estado: ������������������������������������������������������
Cep: ���������������������������������������������������������
Tel: ����������������������������������������������������������
Responsável (se menor ou incapaz): �������������������������������
Sexo: ��������������������������������������������������������
Data de nascimento: ______/______/______
Documento de identidade n.: ��������������������������������������
Endereço: ����������������������������������������������������
Número: ������������������������������������������������������
Complemento: �������������������������������������������������
Cidade: ������������������������������������������������������
Estado: ������������������������������������������������������

ANEXO 1
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II. OBJETIVOS DO ESTUDO
Você foi convidado a participar deste estudo, pois você teve câncer 

de intestino grosso. O objetivo deste estudo é pesquisar alterações genéticas 
que possam estar relacionadas ao risco de desenvolver câncer no intestino 
grosso.

III. PROCEDIMENTOS
Se você possuir amostra de sangue armazenada no Hospital, 

você será informado por telefone, e para participar, basta que assine esta 
autorização. A partir dos dados que estão no seu prontuário será preenchido 
um formulário com características como sexo, idade de diagnóstico, tipo de 
tumor, e tratamento realizado. 

Se você não possui amostra de sangue armazenada, você receberá 
um telefonema para agendar a coleta de sangue. Esta coleta deverá coincidir 
com uma de suas visitas ao Hospital. No dia da coleta você será encaminhado 
ao laboratório para a retirada da amostra de sangue. No laboratório serão 
retirados 8ml de sangue (aproximadamente uma colher de sopa) através de 
uma agulha colocada na veia do seu braço. O sangue será colocado em 
dois tubos, que serão identificados com um código e enviados ao laboratório. 
Nesta pesquisa serão realizados testes que irão buscar por alterações 
genéticas que possam aumentar o risco de câncer de intestino grosso. As 
características clínicas e os resultados dos testes na amostra de sangue 
dos participantes com câncer serão comparadas com as características de 
participantes sem câncer. 

Os resultados deste estudo serão utilizados para apresentação 
de artigos e trabalhos científicos. Na divulgação dos resultados não serão 
divulgados os nomes ou qualquer forma que possa identificar os participantes 
da pesquisa.

Também solicitamos sua autorização para guardar uma parte da 
amostra de sangue (um tubo) que não será utilizada nesta pesquisa. Esta 
amostra será guardada no banco de tumores do Hospital A.C. Camargo, e 
poderá ser utilizada em pesquisas futuras. Todas as pesquisas são aprovadas 
pelo Comitê de Ética em Pesquisa antes do seu início, e se necessário 
solicitaremos sua autorização para uso. Você pode decidir participar da 
pesquisa, mas pode não permitir que a amostra seja guardada após o final 
desta pesquisa.

IV - BENEFÍCIOS
A sua participação neste estudo pode não trazer benefícios diretamente 

para você ou para os membros de sua família, mas pode ajudar os médicos 
a compreender como o câncer se desenvolve. Não será possível avaliar o 
risco de câncer da sua família com estes resultados, pois as alterações que 
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podemos encontrar são desconhecidas, e depois de encontradas, serão 
necessários outros estudos para verificar o papel destas alterações.

V - RISCOS
Os riscos associados com sua participação nesse estudo são dor ou 

queimação no local da retirada do sangue.

VI – ASPECTOS ÉTICOS
Esta pesquisa foi aprovada por um Comitê de Ética. A confidencialidade 

das suas informações será mantida. Apenas as pessoas envolvidas 
diretamente nesse estudo ou o Comitê de Ética em Pesquisa poderão ter 
acesso às informações, se necessário. 

A sua participação neste estudo é voluntária, tendo o direito de 
retirar-se do estudo a qualquer momento. Sua recusa ou desistência não irá 
prejudicar o seu tratamento. 

Qualquer dúvida sobre o estudo, você poderá entrar em contato 
com o pesquisador principal (Dr.Samuel Aguiar Jr.) e/ou pessoa por mim 
delegada no telefone 2189-5000 ramal 1080.  Se o pesquisador principal não 
fornecer as informações/esclarecimentos suficientes, entre em contato com 
o Coordenador do Comitê de Ética do Hospital do Câncer – SP, pelo telefone 
21895020. 

Declaro que fui esclarecido: sobre os procedimentos, riscos e benefícios 
sobre este estudo; que tenho liberdade em retirar o meu consentimento a 
qualquer momento, sem que isto traga prejuízo a continuidade do tratamento; 
que não haverá remuneração financeira para este estudo; sobre a segurança 
de que minha identidade será preservada, mantendo-se todas as informações 
em caráter confidencial.

(    ) concordo em participar do estudo
(    ) concordo com a guarda da amostra de sangue

São Paulo, ______ de ____________________ de ______

__________________________________
Assinatura do Participante ou Responsável

___________________________________
Assinatura do Pesquisador ou Representante
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Coleta de Sangue 
(Controles)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Indivíduos sem 
Câncer Colorretal
(Conforme os termos das Resoluções 196/96 e CNS 251/97 do Ministério da 
Saúde)

NOME DO PROJETO: “Estudo Genético de Câncer Colorretal na Hispânia 
e nas Américas” 

I. DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO PACIENTE OU RESPONSÁVEL LEGAL

Nome do Participante:  ������������������������������������������
Sexo: ____________________Data de nascimento:______/ ______/ �����
Documento de identidade n°: �������������������������������������
Endereço: ����������������������������������������������������
Número: ������������������������������������������������������
Complemento: �������������������������������������������������
Cidade: ������������������������������������������������������
Estado: ������������������������������������������������������
Cep: ���������������������������������������������������������
Tel: ����������������������������������������������������������
Responsável ��������������������������������������������������
Sexo: ��������������������������������������������������������
Data de nascimento: ______/______/______
Documento de identidade n.: ��������������������������������������
Endereço: ����������������������������������������������������
Número: ������������������������������������������������������
Complemento: �������������������������������������������������
Cidade: ������������������������������������������������������
Estado: ������������������������������������������������������
Cep: ���������������������������������������������������������
Tel: ����������������������������������������������������������

ANEXO 2
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II. OBJETIVOS DO ESTUDO
O objetivo deste estudo é pesquisar por alterações genéticas que 

possam estar relacionadas a um aumento no risco de câncer do intestino 
grosso.

III. PROCEDIMENTOS
Após a assinatura deste termo, será preenchido um formulário 

com características como sexo, idade e história familiar. Depois você será 
encaminhado ao laboratório para a retirada da amostra de sangue. No 
laboratório serão retirados 8ml de sangue (aproximadamente uma colher 
de sopa) através de uma agulha colocada no seu braço. O sangue será 
colocado em dois tubos, identificado e enviado ao laboratório para análise. 
Um dos tubos de sangue ficará no Brasil e o outro tubo será enviado para a 
Inglaterra para a realização da pesquisa. Nesta pesquisa será realizado um 
teste que irá buscar alterações genéticas que possam aumentar o risco de 
câncer de intestino grosso. As características clínicas e os resultados dos 
testes na amostra de sangue dos participantes com câncer será comparado 
com as características de participantes sem câncer. 

Os resultados deste estudo serão utilizados para apresentação 
de artigos e trabalhos científicos. Na divulgação dos resultados não serão 
divulgados os nomes ou qualquer forma que possa identificar os participantes 
da pesquisa.

Também solicitamos sua autorização para guardar parte da amostra 
de sangue (dois tubos) que não será utilizada nesta pesquisa. Esta amostra 
será guardada no banco de tumores do Hospital A.C. Camargo, e poderá 
ser utilizada em pesquisas futuras. Todas as pesquisas são aprovadas pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa antes do seu início, e se necessário solicitaremos 
sua autorização para uso. Você pode decidir participar da pesquisa, mas não 
permitir que a amostra seja guardada após o final desta pesquisa.

IV - BENEFÍCIOS
A participação estudo pode não trazer benefícios para você ou para 

os membros de sua família; mas pode ajudar os médicos a compreender 
como o câncer se desenvolve. 

V - RISCOS
Os riscos associados com sua participação nesse estudo são dor ou 

queimação no local da retirada do sangue.

VI – ASPECTOS ÉTICOS
Esta pesquisa foi aprovada por um Comitê de Ética. A confidencialidade 
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das suas informações será mantida. Apenas as pessoas envolvidas 
diretamente nesse estudo ou o Comitê de Ética em Pesquisa poderão ter 
acesso as informações se necessário. 

A sua participação neste estudo é voluntária, tendo o direito de 
retirar-se do estudo a qualquer momento. Sua recusa ou desistência não irá 
prejudicar o tratamento do seu familiar. 

Qualquer dúvida sobre o estudo, você poderá entrar em contato com 
o pesquisador principal (Samuel Aguiar Jr.) e/ou pessoa por mim delegada 
no telefone 2189-5000 ramal 1080.   Se o pesquisador principal não fornecer 
as informações/esclarecimentos suficientes, entre em contato com o 
Coordenador do Comitê de Ética do Hospital do Câncer – SP, pelo telefone 
21895020. 

Declaro que fui esclarecido: sobre os procedimentos, riscos 
e benefícios sobre este estudo; que tenho liberdade em retirar o meu 
consentimento a qualquer momento; que não haverá remuneração financeira 
para este estudo; sobre a segurança de que minha identidade será preservada, 
mantendo-se todas as informações em caráter confidencial.

(    ) concordo em participar do estudo
(    ) concordo com a guarda da amostra de sangue

São Paulo, ______ de ____________________ de ______

__________________________________
Assinatura do Participante ou Responsável

___________________________________
Assinatura do Pesquisador ou Representante
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Amostras do Banco de 
Macromoléculas (Casos)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Indivíduos com 
Câncer Colorretal
(Conforme os termos das Resoluções 196/96 e CNS 251/97 do Ministério da 
Saúde)

NOME DO PROJETO: “Estudo Genético de Câncer Colorretal na Hispânia 
e nas Américas” 

I. DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO PACIENTE OU RESPONSÁVEL LEGAL

Nome do Participante:  ������������������������������������������
Sexo: ____________________Data de nascimento:______/ ______/ �����
Documento de identidade (RG ou CPF): �����������������������������
Endereço: ����������������������������������������������������
Complemento: �������������������������������������������������
Cidade: ������������������������������������������������������
Estado: ������������������������������������������������������
Cep: ���������������������������������������������������������
Tel: ����������������������������������������������������������
Responsável (se menor ou incapaz) ��������������������������������
Sexo: ��������������������������������������������������������
Data de nascimento: ______/______/______
Documento de identidade (RG ou CPF): �����������������������������
Endereço: ����������������������������������������������������
Complemento: �������������������������������������������������
Cidade: ������������������������������������������������������
Estado: ������������������������������������������������������
Cep: ���������������������������������������������������������
Tel: ����������������������������������������������������������
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II. OBJETIVOS DO ESTUDO
Você foi convidado(a) a participar deste estudo, pois você teve câncer 

de intestino grosso. O objetivo deste estudo é pesquisar alterações genéticas 
que possam estar relacionadas ao risco de desenvolver câncer no intestino 
grosso.

III. PROCEDIMENTOS
Se você possuir amostra de sangue armazenada no Hospital (seu 

caso), você será (foi) informado(a) por telefone, e para participar, basta que 
assine esta autorização. A partir dos dados que estão no seu prontuário 
será preenchido um formulário com características como sexo, idade de 
diagnóstico, tipo de tumor, e tratamento realizado. 

Os resultados deste estudo serão utilizados para apresentação 
de artigos e trabalhos científicos. Na divulgação dos resultados não serão 
divulgados os nomes ou qualquer forma que possa identificar os participantes 
da pesquisa.

IV - BENEFÍCIOS
A sua participação neste estudo pode não trazer benefícios diretamente 

para você ou para os membros de sua família, mas pode ajudar os médicos 
a compreender como o câncer se desenvolve. Não será possível avaliar o 
risco de câncer na sua família com estes resultados, pois as alterações que 
podemos encontrar são desconhecidas, e depois de encontradas, serão 
necessários outros estudos para verificar o papel destas alterações.

V – ASPECTOS ÉTICOS
Esta pesquisa foi aprovada por um Comitê de Ética. A confidencialidade 

das suas informações será mantida. Apenas as pessoas envolvidas 
diretamente nesse estudo ou o Comitê de Ética em Pesquisa poderão ter 
acesso às informações, se necessário. 

A sua participação neste estudo é voluntária, tendo o direito de 
retirar-se do estudo a qualquer momento. Sua recusa ou desistência não irá 
prejudicar o seu tratamento. 

Qualquer dúvida sobre o estudo, você poderá entrar em contato 
com o pesquisador principal (Dr.Samuel Aguiar Jr) e/ou pessoa por mim 
delegada no telefone 2189-5000 ramal 1080.  Se o pesquisador principal não 
fornecer as informações/esclarecimentos suficientes, entre em contato com 
o Coordenador do Comitê de Ética do Hospital do Câncer – SP, pelo telefone 
21895020. 

Declaro que fui esclarecido sobre: os procedimentos e benefícios 
deste estudo; a liberdade de retirar o meu consentimento a qualquer 
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momento, sem que isto traga prejuízo à continuidade do meu tratamento; que 
não haverá remuneração financeira para este estudo; a segurança de que 
minha identidade será preservada, mantendo-se todas as informações em 
caráter confidencial.

(    ) concordo em participar do estudo

São Paulo, ______ de ____________________ de ______

__________________________________
Assinatura do Participante ou Responsável

___________________________________
Assinatura do Pesquisador Responsável ou Representante
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Ficha para Coleta de Dados Clínico-Patológicos e História Familial

Nome

RGH

Data de nascimento:                                                    Data óbito:

Sexo (1) Masculino (2) Feminino Etnia:

Data de inclusão no estudo

Classificação segundo história familiar (heredograma no verso)
Esporádico

S       N     Ign 


HNPCC (Amsterdam I) ..……………………………………………….. 

HNPCC (Amsterdam II)...………………………………………………. 

Bethesda...………………………………………………....................... 

Agrupamento Familiar....................................................................... 

FAP................................................................................................... 

AFAP................................................................................................. 

Outras poliposes 

Tumores S       N    Idade 
Dx

Colorretal (exceto adenomas)........................................................... ______

Adenomas 
colorretais......................................................................................... ______

Endométrio ______

Estômago......................................................................................... ______

Sistema 
hepatobiliar....................................................................................... ______

Intestino 
delgado............................................................................................. ______

Pelve renal e/ou ureter ______

Ovário ______

Pâncreas ______

SN/C................................................................................................. ______

Mama
Outros

______
______

Tumor primário colorretal

(0) não tem CCR (1) cólon prox (D+T) (2) cólon 
distal (E+S) (3) reto 

ANEXO 4
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(4) adenomas (9) ignorado

Estadiamento clínico:

Estádio T (quando possível usar estádio T patológico) tamanho

(0) T0 (1) T1 (2) T2 (3) T3

(4) T4 (9) Tx

Estádio N (quando possível usar estádio N patológico) número

(0) N0 (1) N1 (2) N2 (9) Nx

Estádio M (quando possível usar estádio M patológico)

(0) M0 (1) M1 retroperitônio (2) M1 
fígado (3) M1 pulmão

(4) M1 outro (________________________)                                           (9) Mx

Grau de diferenciação

(1) Bem 
Diferenciado

(2) moderadamente 
diferenciado

(3) pouco 
diferenciado

(4) indiferenciado
(8) outro       (9) ign

nºAP Tipo histológico

(1) Adenocarcinoma tubular (2) Adenoca com dif. Mucinosa 
(até 50%)

(3) Adenoca mucinoso (>50%) (4) Diferenciação neuroendócrina

(5) CEC (6) Cribriforme (<50%)

(7) Adenoescamoso (8) Indiferenciado

(9) Pequenas células (10) Anel de sinete

(11) Medular (12) outros                          (99) ign

HISTÓRIA FAMILIAL DE CCR        (  ) 1º GRAU           (  ) 2º GRAU            (  ) 3º GRAU
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