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RESUMO



O desenvolvimento de cancer colorretal (CCR) é resultado de uma complexa
interacdo de variaveis, incluindo elementos externos, como a exposicao a agentes
ambientais e dietéticos, e fatores internos, de natureza somatica ou hereditaria.
Nao estd estabelecido se genoétipos de polimorfismos de baixa penetrancia em
genes relacionados com o metabolismo do acido félico, como o
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR C677T e MTHFR A1298C), o metionina
sintase (MTR A2756G), o metionina sintase redutase (MTRR A66G) e o timidilato
sintase (TS 2R3R), estdo associados com o risco de ocorréncia da doenca ou com
suas manifestacées clinicas. Portanto, o objetivo deste estudo foi verificar se
esses polimorfismos génicos influenciam o risco de ocorréncia do adenocarcinoma
colorretal esporadico (ACRE) e suas manifestagdes clinicas e biol6gicas em
pacientes da regiao sudeste do Brasil. Foram avaliados 113 pacientes com ACRE
e 188 controles, considerando os aspectos clinicos como a idade, o sexo, a raca,
a localizacdo, o grau de diferenciacao do tumor, o estagio e os gendétipos de cada
gene. Os gendtipos dos polimorfismos dos genes MTHFR, MTR, MTRR e TS
foram avaliados por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida ou
nao por digestdo enzimatica. O significado estatistico das diferencas entre grupos
foi calculado por meio do teste da probabilidade exata de Fisher ou qui-quadrado.
As determinagdes dos riscos de ocorréncia do ACRE, a que pacientes e controles
foram submetidos, foram obtidas por meio das razées das chances (ORs) e
calculadas considerando um intervalo de confianca de 95%. Portadores dos
genotipos MTRR 66AG+GG, do MTHFR 1298AC+CC+677CT+TT, do MTHFR
677CT+TT+MTR 2756AG+GG, do MTHFR 1298AC+CC + 677CT+TT + MTR
2756AG+GG e MTHFR 1298AC+CC + 677CT+TT + MTRR 66AG+GG
apresentaram riscos 1,99, 3,26, 2,22, 10,92 e 14,88 vezes maiores,
respectivamente, de desenvolver ACRE do que os outros. Além disso,
os individuos com o genétipo MTHFR 677CT+TT e o0s gendétipos
MTR 2756AG+GG tiveram um risco de 2,12 e 1,42 vezes maior de desenvolver
ACRE com idade menor do que 50 anos. Afro-Brasileiros com o genétipo GG do
polimorfismo MTRR A66G tiveram risco 1,98 vezes maior de desenvolver ACRE,
e individuos com o gendétipo MTR 2756AG+GG e os gendtipos MTHFR 677CT+TT
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estiveram sob risco 2,11 e risco 1,62 vezes maiores de ocorréncia de tumores
indiferenciados e avancados, respectivamente, do que os demais. Portadores dos
genotipos MTHFR 1298AC+CC e MTHFR 1298AC+CC + MTRR 66AG+GG
estiveram sob riscos 1,42 e 3,07 vezes maiores de tumor no reto,
respectivamente, enquanto que portadores dos gendtipos MTHFR 677CT+TT e
MTHFR 677CT+TT + TS 2R3R+3R3R estiveram sob riscos 1,55 e 5,39 vezes
maiores de tumor de célon, respectivamente, do que portadores dos genétipos
selvagens. Estes dados sugerem que polimorfismos dos genes MTHFR, MTR,
MTRR e TS, que codificam enzimas que participam do metabolismo do &cido
félico, especialmente em combinacdo, tém papéis consistentes para o risco de
desenvolver ACRE em individuos da regido sudeste do Brasil.
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ABSTRACT



The development of colorectal cancer (CRC) is the result of a complex interaction
of variables, including external factors such as exposure to environmental agents
and dietary factors and internal factors, whether somatic or hereditary. Is not been
established genotypes with low penetrance polymorphisms in genes related to
metabolism of folic acid such as methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR C677T and A1298C), methionine synthase (MTR A2756G), methionine
synthase reductase (MTRR A66G) and thymidylate synthase (7S 2R3R),
are associated with the risk of the disease or its clinical manifestations. Therefore,
the aim of this study was to determine whether these genetic polymorphisms
influence the risk of sporadic colorectal adenocarcinoma (SCA) and their clinical
and biological manifestations in patients from southeast Brazil. For this,
we analyzed 113 patients with SCA and 188 controls, considering the clinical
aspects such as age, sex, race, location, stage, degree of tumor differentiation and
the genotypes of each gene described above. The genotypes of the
polymorphisms of the MTHFR, MTR, MTRR and TS were assessed by polymerase
chain reaction (PCR) and enzyme digestion. The statistical significance of
differences between groups was calculated using the probability test of Fisher's
exact or chi-square.

Determination of the risks of SCA, the patients and controls were submitted, was
obtained through the odds ratios (ORs) and calculated assuming a range of 95%.
Carriers of the MTRR 66AG + GG, the MTHFR 1298AC+CC + 677CT+TT,
the MTHFR 677CT+TT + MTR 2756AG+GG, the MTHFR 1298AC+CC +
677CT+TT + MTR 2756AG+GG, and the MTHFR 1298AC+CC + 677CT+TT +
MTRR 66AG+GG genotypes had a 1.99, a 3.26, a 2.22, a 10.92 and a 14.88-fold
increased risks for SCA than others, respectively. In addition, individuals with the
MTHFR 677CT+TT and the MTR 2756AG+GG genotypes had a 2.12 and a
1.42-fold increased risks for SCA diagnosed under 50 years. African-Brazilians
with the MTRR 66GG genotype had a 1.98-fold increased risk for SCA,
and individuals with the MTR 2756AG+GG and the MTHFR 677CT+TT genotypes
were under a 2.11 and a 1.62-fold increased risks for undifferentiated and
advanced tumors, respectively, than others. Carriers of the MTHFR 1298AC+CC
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and the MTHFR 1298AC+CC + MTRR 66AG+GG genotypes had a 1.42 and a
3.07-fold increased risks for rectal tumor, respectively, while carriers of the MTHFR
677CT+TT and the MTHFR 677CT+TT + TS 2R3R+3R3R genotypes had a
1.55 and a 5.39-fold increased risks for colon tumor, respectively, than carriers of
the wild genotypes. This data suggest that polymorphisms of genes MTHFR, MTR,
MTRR and TS, which encode folate-dependent enzymes, particularly in

combination, have consistent roles for SCA risk in southeastern Brazil.
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Nos ultimos anos, avancgos significativos foram obtidos no estudo do
cancer colorretal (CCR), principalmente no entendimento das bases moleculares
da doenga e no surgimento de novas moléculas, com indices de resposta
terapéutica bastante promissores. A consequéncia desses avangos ensejou uma
modificagdo significativa na sobrevida, alterando de maneira substancial a
abordagem desses pacientes. Além disso, novas estratégias de detecgao precoce,
rastreamento e da identificacdo de recorréncia da doenca, também impactaram
positivamente, posicionando o CCR como uma doenca de um efetivo potencial de
curabilidade nao negligenciavel, mesmo em situa¢des onde se identifica doenca a
distancia. Outro aspecto a ser considerado € a incessante procura de marcadores
genéticos que possam, de alguma forma, auxiliar no manuseio dessa doenga ou
eventualmente identificar grupos populacionais que possuam caracteristicas, ou
um conjunto delas, onde se possa ter um olhar mais atento no que se refere ao
risco de desenvolvimento do CCR, ou de alguma maneira direcionar para um

tratamento menos téxico e mais efetivo.

1.1- Epidemiologia
1.1.1- Incidéncia e mortalidade

O desenvolvimento do CCR é resultado de uma complexa interacédo de
variaveis, incluindo elementos externos, como a exposi¢céo a agentes ambientais e
dietéticos, e fatores internos de natureza somatica ou hereditaria (Pinho e Rossi,
1999). Apesar dos tumores de coélon e de reto apresentarem diferencas

epidemiologicas e clinicas, eles s&o habitualmente considerados em conjunto.

O CCR é um dos principais problemas de saude do mundo ocidental e
o terceiro cancer mais frequentemente diagnosticado em homens e o segundo
entre as mulheres, com aproximadamente 1.200.000 casos diagnosticados em
2008, e com 608.700 Obitos ocorridos no mesmo ano, no mundo todo

(World Health Organization, 2012). Altas taxas de incidéncia sdo observadas em
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paises desenvolvidos como a Australia, Nova Zelandia e Estados Unidos,
contrariamente a regides subdesenvolvidas, especialmente Africa e Asia. Constitui
a terceira causa de obito atribuida a neoplasia, apdés os canceres de pulméo e de
mama (Winawer e Sherlock, 1983; Cotton et al., 2000; Houlston e Tomlinson,
2001; Jemal et al., 2011).

No Brasil, a estimativa do numero de casos novos de CCR para o ano
de 2012 é de 14.180 e 15.960 para homens e mulheres respectivamente,
correspondendo a um risco estimado de incidéncia de 14,75 por 100.000 homens
e de 15,94 por 100.000 mulheres, segundo dados de base populacional
(Instituto Nacional do Cancer, 2012). Ainda baseado nos registros de
17 municipios brasileiros, os maiores valores das taxas médias anuais de
incidéncia ajustadas por idade por 100 mil homens foram encontrados em
Sao Paulo (2001-2005: 33,4), em Porto Alegre (2000-2004: 24,7), em Goiania
(2001-2005: 24,25) e em Curitiba (2001-2005: 19,2). Na populagao feminina,
as maiores taxas foram observadas em Porto Alegre (2000-2004: 33,96),
em Sao Paulo (2001-2005: 30,76), em Goiania (2001-2005: 27,47) e em Curitiba
(2001-2005: 26,57). As menores taxas encontram-se na cidade de Joao Pessoa
(2001-2005) em homens (9,38) e em Recife (2000-2003) na populagao feminina
(8,77).

As estimativas de incidéncia elaboradas pelo INCA baseiam-se nas
fontes oriundas dos Registros de Cancer de Base Populacional, sendo que
problemas operacionais e de estrutura, de alguns deles, nos levam a afirmar que
nao existem dados consistentes que nos permitam conclusdes sobre a tendéncia
de incidéncia do CCR no estado de S&o Paulo. Por outro lado, quando a
mortalidade por CCR ¢é analisada, é possivel afirmar que as taxas especificas de
mortalidade apresentam tendéncia de crescimento, conforme estudo desenvolvido
pela Fundacdo Oncocentro de Sao Paulo. Os dados apresentados foram
ajustados por idade e padronizados para a populagdo mundial, indicando um
aumento importante e crescente das taxas de mortalidade, tanto para o sexo

feminino como para o masculino. As taxas brutas passaram de 6,8 para 10,10 por

Introducéao
56



100.000 homens e de 6,2 para 8,12 por 100.000 mulheres, no periodo
compreendido entre o biénio 1987/1988 e 2007 (Secretaria de Estado da Saude
de Sao Paulo, 2005; Boletim Epidemiologico Paulista, 2009).

O CCR contabiliza aproximadamente 9,7% dos 12,7 milhbes de novos
casos de cancer, que ocorrem a cada ano no mundo (Ferlay et al., 2010),

justificando plenamente um maior conhecimento sobre esta doenca.

1.1.2- Variagao geografica

Existem enormes diferengas entre as diversas regides no que concerne
a incidéncia de CCR, havendo regides com taxas de incidéncia de dois casos a
cada 100.000 habitantes, como em Gambia e Argélia (Parkin et al., 2005;
Jemal et al., 2011), até de 70 para cada 100.000 habitantes em regides do Alaska
(Brown et al., 1998). Em ultima analise, variagdes na incidéncia de CCR estao
relacionadas, provavelmente, a fatores ambientais e genéticos existentes.
De um modo geral, se observa uma maior taxa de incidéncia de CCR, bem como

a taxa de mortalidade, em paises desenvolvidos.

1.1.3- Padrao de imigragao

Imigrantes de regibes de baixa incidéncia de CCR para regides de alta
incidéncia assumem o0s mesmos riscos desse Uultimo na mesma geragao
(McMichael e Giles, 1988). Um exemplo bastante emblematico sao chineses que
imigraram para os Estados Unidos da América, onde assumiram um risco maior
de desenvolvimento de CCR, provavelmente em razdo de um maior consumo de
carnes vermelhas e uma diminuicdo da atividade fisica (Whittemore et al., 1990).
Essas evidéncias nos levam a atentar para a modificagdo dos habitos alimentares

e no modo de vida, objetivando a prevengao do CCR.
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1.1.4- Raca

Embora fatores dietéticos e modo de vida estejam intimamente
relacionados com regides de baixa incidéncia de CCR especialmente na Asia e
Africa, ha evidéncias de que aspectos raciais e étnicos também tenham influéncia
na incidéncia de CCR. Para exemplificar, mutagées de genes de reparo de lesdes
no acido desoxirribonucleico (DNA) sdo mais frequentes em Afro-americanos
(Weber et al., 1993) e mutagdes hereditarias do gene APC sao mais comumente

observadas em Judeus Ashkenazi (Rozen et al., 1999).

1.1.5- Fatores socioecondmicos

Observa-se uma incidéncia e mortalidade aumentadas do CCR em
paises desenvolvidos (Wilmink, 1997). Muito provavelmente esse achado esteja
ligado ao elevado consumo de gordura e carne vermelha, a falta de atividade

fisica e obesidade.

1.2- Etiologia

A etiologia do CCR se reveste de complexidade e heterogeneidade
impares, com a interacdo de fatores ambientais e genéticos, que levam a
modificagdes da mucosa colbnica normal com a consequente instalagcao de lesdes
precursoras do CCR, como o pdlipo adenomatoso. Entretanto, somente 15% de
adenomas maiores que um centimetro tém chance de desenvolver cancer
(Kune et al., 1986). Outras lesbes estédo relacionadas com o desenvolvimento de
CCR como a colite ulcerativa, onde o risco de desenvolver o tumor € dez vezes
maior quando comparado a populagdo geral (Lieberman et al., 2000).
Alguns fatores ambientais parecem agir diretamente como carcinébgenos ou
aumentar as frequéncias de mutagdes somaticas, predispondo ou determinando o
aparecimento da neoplasia (Harnden, 1995; Hill, 1995; Schottenfield, 1995;
Shike, 1995).
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1.2.1- Predisposi¢ao hereditaria

Historia familiar de CCR confere um risco maior de desenvolver a
doenca, entretanto existe variabilidade na quantificacdo do risco, em funcéao
basicamente do grau de parentesco e da idade do diagndstico do cancer.
A histdria familiar de CCR em parente de primeiro grau, confere um risco dobrado
para o desenvolvimento da doenga (Fuchs et al., 1994) bem como a presenga de
adenomas em familiares de primeiro grau (Winawer et al., 1996). Alguns estudos
sugerem que alguns grupos populacionais apresentam uma susceptibilidade maior
(heranga dominante) no desenvolvimento de adenomas e consequentemente de
adenocarcinoma colorretal esporadico (ACRE), embora esse risco apresente
enormes variabilidades (Burt et al., 1985; Ponz de Leon et al., 1992). Talvez os
fatores que influenciem essa variabilidade nos estudos seja consequéncia de
polimorfismos génicos (Harris et al., 1998), variando de maneira significativa de

acordo com diferencas raciais e grupos étnicos.

1.2.2- Fatores ambientais

Infelizmente os fatores ambientais (exposicdo ocupacional, habitos
alimentares, atividade fisica, etc), como participes no processo etiolégico do CCR,
nao sao estudados de maneira adequada em razéo das dificuldades em conduzir
estudos que ndo contenham algum tipo de viés. Portanto, as conclusbes e

evidéncias de que dispomos séo bastante controversas.

1.2.3- Dieta

Existe uma associacdo obvia entre o padrdo da dieta e o CCR,
ainda que nédo tenha sido identificado um carcindbgeno especifico que justifique
completamente esta relacdo (Trock et al., 1990; Willett, 1990; Shike, 1995).

Dietas caracterizadas pelo aumento do consumo de carne vermelha,
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gordura saturada e diminuicdo do consumo de frutas, vegetais e graos,
que contém fibras insoluveis, micronutrientes anti-oxidantes e calcio estao,
em geral, associadas ao aumento do risco de ocorréncia da doenga
(Schottenfeld, 1995; Hill, 1995). E possivel que alguns alimentos constituam uma
fonte de substratos que possa ser metabolizada por bactérias do cdélon, ou ainda,
que possa ser ativada a substdncias carcinogénicas ou mutagénicas
(Aries et al., 1969; Hill, 1995) por enzimas presentes na mucosa colbnica
(De Waziers et al., 1991). Dentre estes substratos, estdo as aminas heterociclicas
(AH) produzidas pela exposi¢cao de carnes a temperaturas de pirélise durante o
cozimento e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) contidos nos 6leos
vegetais (Gerhardsson de Verdier et al., 1991; Smith et al., 1995; Sachse et al.,
2002). Ainda ha evidéncias de que a obesidade e a ingestdo caldrica total sdo
fatores de risco independente, resultando numa duplicacdo do risco de

desenvolver a doenga (Slattery et al., 1997; Singh e Fraser, 1998).

1.2.4- Modo de vida

O sedentarismo esta associado com risco aumentado de CCR,
apesar de se desconhecer o mecanismo (Whittemore et al., 1990; Wilmink, 1997;
Potter, 1999). Tabagismo e consumo de alcool apresentam associagdo com risco
de CCR, esse ultimo provavelmente por interferéncia no metabolismo do acido
félico (Seitz et al., 1990; Wilmink, 1997; Potter, 1999). Outro importante
responsavel pela exposicdo ambiental a hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAP) e aminas aromaticas (AA) é o cigarro (Cotton et al., 2000), que parece estar
associado ao aumento do risco do CCR, apdés um periodo de indugcao
relativamente longo ou de um numero consideravel de cigarros consumidos por
dia (Knekt et al., 1998).

O uso de aspirina e anti-inflamatorios nao esteroidais parecem constituir
fatores protetores para o desenvolvimento de adenomas e CCR (Thun et al., 1991;

Giovanucci et al., 1994; Giovanucci et al., 1995; Rosenberg et al., 1998;
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Smalley et al., 1999), particularmente do célon direito. O mecanismo seria pela
alteracdo do metabolismo do &cido aracddnico, inibindo a COX-2,

responsavel pela proliferacéo celular.

1.3- Diagnéstico

O ACRE usualmente se apresenta como um conjunto de sinais e
sintomas que incluem anemia, dor abdominal, perda de peso, sangramento retal e
modificagdes do habito intestinal, como a diarréia e a constipagao (Wayer, 1980).
Acomete predominantemente individuos apdés os 40 anos de idade, sendo que
90% dos casos ocorrem naqueles com idade maior ou igual a 50 anos
(Schottenfeld, 1995; American Cancer Society, 2011; Jemal et al., 2011;
Instituto Nacional do Cancer, 2012). O risco para o ACRE aumenta bruscamente a
partir dos 50 anos, duplicando a cada década e atingindo o seu maximo entre os
75 e os 80 anos (Winawer et al., 1985; Jemal et al., 2011).

O cancer de colon acomete de forma similar homens e mulheres.
Ja no cancer de reto, os individuos do sexo masculino sdo mais frequentemente
acometidos do que os do sexo feminino, guardando entre si uma relagéo de 1,5:1
(Winawer e Sherlock, 1983; World Cancer Research Fund | American Institut For
Cancer Research, 2007).

1.4- Rastreamento

O rastreamento para a prevengdao do ACRE ¢é recomendado para
individuos com idade maior ou igual a 50 anos, independentemente de sinais,
sintomas ou de historia familiar, devido a sua alta incidéncia na populagcéo geral,
para deteccdo e remocgao dos polipos adenomatosos, sendo comprovada a
redugcdo nao apenas da mortalidade pela doenga, mas também da sua incidéncia.

O ACRE corresponde de 70% a 80% dos casos de CCR ocorrendo em pacientes
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de risco médio, ou seja, individuos com idade maior ou igual a 50 anos,
independente de sinais ou sintomas da doenga e historia familiar de cancer
(Winawer et al., 1993; Citarda et al., 2001). Sua evolugéo se baseia na sequéncia
adenoma-carcinoma (Morson, 1968) e na evolugao natural de pdlipos nao tratados
(Stryker et al., 1987), demonstrando que mais de 80% dos casos de ACRE
derivam de pdlipos adenomatosos, particularmente naqueles maiores do que um
centimetro de diametro. Estudos prévios indicaram redugao substancial da
incidéncia de ACRE em individuos submetidos a colonoscopia com remocéo de
polipos, particularmente naqueles com idade maior ou igual a 50 anos
(Winawer et al., 1993; Jorgensen et al., 1993; Thiis-Evensen et al., 1999;
Citarda et al., 2001).

Assim, rastreamento para prevengao secundaria do ACRE parece

custo-efetivo em pessoas com idade maior ou igual a 50 anos (Fisher et al., 2006).

1.5- Fatores prognésticos

O uso de um esquema de classificagao clinica (estadiamento) deve
englobar caracteristicas do tumor que correspondam, o mais fiel possivel,
ao seu comportamento biolégico. Além disso, tem como propdsito comparar os

resultados de intervencdes terapéuticas de diversas séries de estudos.

1.5.1- Estadiamento

O principal sistema de estadiamento do tumor utilizado para a
determinagcdo do progndstico e da terapéutica adequada a ser administrada a
cada paciente € o TNM (Sobin et al., 2009) (Anexo 1).

O sistema TNM considera a extensdo do acometimento do tumor na
parede do célon e em tecidos e 6rgaos adjacentes (T), a identificagdo da presenca
ou auséncia de metastases para linfonodos (N) e a identificacdo da presenca ou

auséncia de metastases em 6rgaos a distancia (M) (Figura 1).
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Cinco grupos de pacientes podem ser identificados por esse sistema
(estagio O, I, I, lll e IV), sendo que as maiores probabilidades de sobrevida a
longo prazo s&o observadas naqueles com os estagios 0 e | e a menor
probabilidade de sobrevivéncia naqueles com o estagio IV da doenca
(Zinkin, 1983; Fielding, 1995; Compton et al., 2000; Merkel et al., 2001;
Greene et al., 2002) (Anexo 2).

A despeito dos avangos terapéuticos, apenas cerca de metade dos
pacientes com ACRE sobrevive por um periodo de cinco anos (Begg, 1995;
Cohen, 1995; Herrero-Jimenez et al.,, 2000; Habr-Gama, 2005; Rachet et al.,
2009).

Tumor
na parede Metastases

de cblon noutros |
orgads |

ol [ ﬁhnglins
| linfaticos

Figura 1- Representacdo esquematica das possibilidades de acometimento do

cancer colorretal em parede colorretal.
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1.5.2- Histologia e grau histologico

O adenocarcinoma € a forma histolégica mais comum do CCR,
correspondendo a cerca de 90% ou mais dos casos sendo classificado pelo grau
de diferenciacdo. Albert Broders, em 1925, foi o pioneiro em classificar os
adenocarcinomas pelo seu grau de diferenciacdo, baseado no percentual de
células diferenciadas (Broders, 1925). Foram estabelecidas quatro situacdes:
bem diferenciados, moderadamente diferenciados, pouco diferenciados e
indiferenciados ou anaplasicos. Mais tarde, Cuthbert Dukes em 1932,
considerou apenas trés subdivisbes em seu sistema de diferenciagao:
grau | (bem diferenciado), grau Il (moderadamente diferenciado)
e o grau lll (indiferenciado), permitindo que essa classificagdo se tornasse
amplamente aceita (Dukes, 1932). O grau histologico € universalmente aceito
como fator progndstico em CCR (Compton et al., 2000). A classificagao histoldgica
do CCR foi baseada na normatizagao da Organizagcdo Mundial da Saude (OMS)
(Anexo 3).

1.5.3- Linfonodos regionais

O mais importante fator prognéstico do CCR é o comprometimento
linfonodal regional, razdo pela qual é imprescindivel uma cuidadosa avaliagéo
histolégica de no minimo 12 a 15 linfonodos (Wong et al., 1999; Tepper et al.,
2002; Joseph et al., 2003). A utilizagdo de técnicas mais sensiveis na deteccéo de
envolvimento linfonodal microscopico, como a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) e a imunohistoquimica, parece ter importancia no prognostico de pacientes
com CCR (Liefers et al., 1998). Muitos pesquisadores e clinicos recomendam que
sejam realizadas em associagdo a analise histoldgica convencional, acreditando
que a identificagdo da doenca por esses métodos constitua fator de prognéstico
adverso, orientando para um possivel tratamento adjuvante (Hermanek et al.,
1999; Compton et al., 2000). Mais recentemente, a bidpsia do linfonodo sentinela

foi proposta objetivando fornecer informagao prognéstica e demonstrou-se que €
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tecnicamente factivel (Waters et al., 2000; Esser et al., 2001; Paramo et al., 2002).
O grande o6bice é a taxa de falso negativo que atinge cifras de 60% e,
por outro lado, alguns estudos falharam em demonstrar qualquer modificagédo no
estadiamento do tumor (Feig et al, 2001; Warner e Evans, 2002).
Portanto, a biopsia do linfonodo sentinela exige estudos prospectivos para

estabelecer se realmente possui importancia no estadiamento do CCR.

1.5.4- Invasao vascular, linfatica e perineural

Apesar de existir uma certa controvérsia entre os estudos, a invasao
vascular e a invasado linfatica parecem constituir fatores de progndstico
desfavoravel (Compton et al., 2000; Burdy et al., 2001; Liebig et al., 2009).

1.5.5- Instabilidade genémica

O desenvolvimento do CCR é dependente da instabilidade gendmica
em razao de um cenario favoravel ao surgimento de mutagdes, conferindo uma
Obvia vantagem para as células tumorais. A instabilidade pode ser observada em
pelo menos quatro situacbes bem definidas: instabilidade de microssatélites,
instabilidade cromossdémica, deficiéncia de reparo do DNA associado ao gene

MYH e pelo fenétipo metilador das ilhotas CpG.

Microssatélites sdo sequéncias repetitivas de um a cinco nucleotideos
em todo o genoma, e altamente susceptiveis a erros (De La Chapelle, 2003).
O DNA ¢é uma molécula instavel e sofre frequentes alteragbes, como perdas de
segmentos, mutagdes ocorridas durante o processo de divisdo celular, etc.
Para corrigir tais alteragbes dispomos de proteinas com funcédo de realizar os
reparos necessarios para manter a integridade do DNA. Essas proteinas séo
produzidas a partir de alguns genes conhecidos como genes de reparo

(“mismatch repair genes” MMR) e suas fungbes sao exercidas de forma continua,
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preservando os tecidos diversos. A observagao de grande numero de alteragdes
nas sequéncias de microssatélites em determinado tecido tumoral demonstra a
auséncia ou deficiéncia de reparo de DNA. Representa, consequentemente,
uma evidéncia indireta de que existe uma deficiéncia na acdo das proteinas de
reparo causada pela presenga de mutagdes. De 10% a 15% dos pacientes
portadores de ACRE apresentam instabilidade de microssatélites, confirmando a
existéncia de erros de replicagdo do DNA.

A instabilidade pode ser maior ou menor e € baseada no percentual de
instabilidade de um lécus. Tumores que nao apresentam instabilidade séao
considerados microssatélites estaveis, ou seja, o numero de repeticdes no tecido
tumoral € o mesmo do que no tecido normal. Importante frisar que pacientes com
instabilidade de microssatélites apresentam padrdes clinicos bastante peculiares,
como tumor de localizagdo proximal, tumor do tipo mucinoso com infiltragdo por
linfécitos T citotdxicos e acumulo de linfécitos B e T peritumoral, e tumor
indiferenciado. Em estudo restrito a tumores de reto, os erros de replicagdo foram
identificados em apenas 2% dos casos, confirmando a relacdo entre a
instabilidade de microssatélites e tumores localizados no coélon direito ou
transverso (Nilbert et al., 1999).

A instabilidade de microssatélites foi associada ao aumento da
sobrevida global (SVG), independentemente do estagio, quando comparado a
tumores com microssatélites estaveis em alguns estudos (Gryfe et al., 2000;
Samowitz et al., 2001; Popat et al., 2005). O fato de haver evidéncias no aumento
de SVG em pacientes portadores de instabilidade de microssatélite séao
amparadas por pelo menos duas teorias: a que sugere que o0 acumulo de
anormalidades genéticas leva a expressao de proteinas aberrantes, reconhecidas
pelo sistema imune levando a destruicdo das células tumorais e a que relaciona o
defeito no sistema de reparo com a melhor sobrevida, pois, uma vez que varias
mutacdes ndo sao reparadas durante a replicagdo, o acumulo destas torna-se
incompativel com a vida celular. Entretanto, outros estudos ndo confirmam
beneficios na SVG (Carethers et al., 1999; Elsaleh et al., 2000; Meyers et al.,
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2001; Bertagnolli et al.,, 2009;). De um modo geral, a instabilidade de
microssatélites funciona como um biomarcador podendo ser utilizada para
identificar pacientes de excelente progndstico e com baixo risco de recidiva, onde

um tratamento adjuvante nao traria beneficios (Sinicrope e Sargent, 2009).

A instabilidade cromossémica ocorre em torno de 80% a 85% dos
pacientes portadores de ACRE e caracteriza-se por um padrdao de ganhos ou
perdas de cromossomos inteiros (aneuploidia) ou partes desses cromossomos,
indicando a presenga de defeitos em sistemas responsaveis pela reparacao
apropriada dos cromossomos durante a divisdo celular. Sdo caracterizados pela
inativacdo de genes protetores (“gatekeepers”), frequentemente identificada por
um fendbmeno chamado perda de heterozigose (LOH). Essa LOH caracteriza a
perda de fungcdo de ambos os alelos de um gene (perda alélica do cromossomo
18q), geralmente o primeiro por mutacado e o segundo por dele¢cdo, em especial

nos casos avangados (Lengauer et al., 1998).

Outro gene protetor € o gene APC, que aparece mutado em 70% a 80%
dos CCR e até 50% deles mostram mutacbes independentes na [B-catenina.
A mutacao neste gene interfere na ligagdo com a B-catenina, a qual constitui um
passo importante na via de sinalizagdo  “wingless-type”  (WNT)
(Cadigan e Liu, 2006). Esta via esta implicada na regulacdo do crescimento,
apoptose e diferenciagao celular. Todas as mutagdes que ocorrem no gene APC
alteram a ligagdo entre APC e p-catenina, resultam numa diminuicdo da
degradacao normal da (-catenina e originam uma constante ativacdo da via de
sinalizacdo WNT (Gregorieff e Clevers, 2005). A inativacdo dessa proteina é um
achado frequente em etapas iniciais da transformagao neoplasica (Sparks et al.,
1998). A mutagcao germinativa do APC causa a polipose adenomatosa familiar
(PAF). Além disso, a mutagdo do KRAS, a delegao do 17p, que contém o gene
supressor tumoral p53, sédo alteragdes também caracteristicas da instabilidade

cromossomica.
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O sistema de reparo do DNA tem como objetivo corrigir o erro de
pareamento de bases, inser¢des e dele¢gdes que surgem como consequéncia do
erro da DNA polimerase durante a sintese de DNA. Os genes de reparo cumprem
diversas fungbes na estabilizacdo genética, seja corrigindo erros na sintese de
DNA ou participando nos passos iniciais de resposta a diferentes classes de
danos ao DNA por apoptose (Jiricny e Nystrom-Lahti, 2000; Peltomaki, 2001).
Na Sindrome de Lynch ha um defeito herdado em genes de reparo de lesdes de
DNA. Mutag¢des germinativas em pelo menos um dos genes de reparo podem ser
encontradas em mais de 80% dos individuos com Sindrome de Lynch (Peltomaki,
2003). Dentre os genes de reparo, os mais importantes sdo o gene MLHT,
que localiza-se no cromossomo 3p21 (Peltomaki e Vasen, 2004) e o gene MSH2,
que encontra-se no cromossomo 2p16 (Peltomaki, 2003). Mutagdes nos genes
MSHZ2 e MLH1 representam mais de 80% dos casos com mutagdes germinativas
na Sindrome de Lynch (Wijnen et al., 1997; Rossi et al., 2002).

A sindrome de polipose associada ao MYH é uma sindrome recessiva
caracterizada pelo desenvolvimento de pelo menos 15 pdlipos colbnicos
(preferencialmente no colon direito) e pela predisposicdto ao CCR.
Esses pacientes tendem a ser mais idosos e possuem duas mutagcdes herdadas
no gene de reparo de excisdo de base MYH (mutY homologue)
(Jones et al., 2002; Gismondi et al., 2004).

Ainda um percentual de pacientes portadores de ACRE, que néo
apresentam instabilidade cromossémica e/ou microssatélite, possuem como
caracteristica um silenciamento de varios genes por mecanismos epigenéticos,
dentre eles, a metilagdo de citosinas das ilhotas CpG de regides promotoras de
genes funcionantes. As citosinas metiladas (5-metil-citosina) dos dinucleotideos
5°-CpG-3’ se tornam alvos preferenciais para a ocorréncia de transicoes C>T e de
transversdes G>T, ocasionando mutagdes somaticas e alteragcdes funcionais de

genes condutores da carcinogénese (Rashid e Issa, 2004).
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1.5.6- Perda de heterozigose

A perda do alelo envolvendo o cromossomo 18q ocorre em mais de
50% dos pacientes portadores de CCR e esta intimamente relacionado com o
gene DCC. O produto codificado pelo gene DCC é a proteina DCC
(“deleted in colorectal cancer”), embora pertencendo a familia das
imunoglobulinas, desempenha uma importante funcdo relacionada a ades&o
celular. Existe uma tendéncia em acreditar que a perda desta proteina possa
comprometer a capacidade de adesao celular no CCR, favorecendo o surgimento
de metastases. A consequéncia € a associagao direta com o prognéstico
(Fearon et al., 1990; Shibatta et al., 1996); a perda da heterozigose do 18q foi
identificada como marcador de prognostico desfavoravel em termos de SVG
(Jen et al., 1994; Lanza et al., 1998; Popat et al., 2005).

1.5.7- Antigeno carcinoembrionario

O antigeno carcinoembrionario (ACE) € uma glicoproteina encontrada
em varios tumores, incluindo o CCR. Observamos niveis elevados de ACE em
65% dos pacientes com CCR ao diagndstico. O aumento pode preceder
evidéncias de metastases em exames de imagem (Pietra et al., 1998).
Alguns estudos demonstraram que o ACE é um fator progndstico independente
(Harrisson et al., 1997). Portanto, € razoavel recomendar a dosagem
pré-operatoria da glicoproteina a todos os pacientes que se submetam a

tratamento cirurgico de CCR e sobretudo no seguimento pds-operatorio.

1.5.8- Obstrucao e perfuragao

A presencga de obstrugdo intestinal constitui prognostico desfavoravel
para portadores de CCR, principalmente as obstru¢des ocorridas no célon direito.

Esse detalhe é consequéncia de que tumores localizados no coélon direito
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necessitam atingir um volume consideravel para que ocorra o fenémeno
obstrutivo, quando comparado a tumores localizados no célon esquerdo (Wolmark
et al., 1983; Garcia-Valdecasas et al., 1991; Chen e Sheen-Chen, 2000).
Da mesma forma, a ocorréncia de perfuragao intestinal também esta associada a

um prognostico desfavoravel (Willet et al., 1985; Steinberg et al., 1986).

1.6- Cancer colorretal hereditario
1.6.1- Polipose adenomatosa familiar

E uma desordem autossémica determinada por mutagéo do gene APC.
Constitui 1% de todos os CCRs. Apresenta-se sob a forma de cancer de célon ou
de reto em adultos jovens, secundario a extensa polipose adenomatosa colbnica.
Centenas a milhares de podlipos desenvolvem-se entre os sete anos e os 36 anos
(média de idade de 16 anos). Aos 35 anos, 95% dos individuos com a doenga ja
terdao desenvolvido pdlipos, sendo que, se nao for feita a cirurgia profilatica,
o tumor é inevitavel (Solomon e Burt, 2010). Portanto, embora esses polipos sejam
inicialmente lesbes benignas, o grande numero deles garante que ao menos
algum ira progredir para uma lesdao invasiva (Kinzler e Vogelsteins, 1996).
A idade média para a malignizagao das lesdes é de 39 anos (entre 34 anos e

43 anos).

1.6.2- Cancer colorretal hereditario sem polipose

Também conhecido como sindrome de Lynch, o CCR sem polipose
(CCRHSP) é uma doenga autossémica, na qual a maioria dos pacientes apresenta
um adenoma solitario que evolui para neoplasia colorretal. Ocorre em pacientes
jovens (média de idade entre 42 anos e 45 anos). Os pacientes podem ter CCRs
sincrénicos ou metacrénicos, assim como lesdes malignas extracoldnicas, entre

elas o adenocarcinoma endometrial, o cancer de estébmago, o de intestino
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delgado, o de figado, o de trato biliar, o de cérebro e o de ovarios, assim como o
carcinoma de células transicionais dos ureteres e pelve renal. Perfaz de 3% a 5%
de todos os CCRs e é causado por uma mutagdo em um entre dos diversos genes
reparadores do DNA, principalmente o MLH1, o MSH2, o MSH6, o PMS1 e o
PMS2. Quando a sindrome € diagnosticada, estes individuos tém de 70% a 80%
de chance de desenvolver CCR e 39% de chance de evolugdo para cancer de

endométrio até aos 80 anos de idade (Hampel e Peltomaki, 2000).

1.7- Cancer colorretal esporadico

O CCRE acomete individuo isolado, em geral com idade avangada em
uma familia. O desenvolvimento do CCRE esta intimamente relacionado com pelo
menos duas classes de genes. Os oncogenes, envolvidos na regulacdo da
proliferacédo celular (transdugéo de sinais, fatores de transcrigao, etc...) e os genes
supressores, reguladores negativos da proliferagao celular. Mutagdes de ganho de
funcdo nos oncogenes sao dominantes (Alberts et al., 2006), enquanto que
mutacbes de perda de fungdo nos genes supressores Sa0 recessivas
(Grady e Markowitz, 2002), ambas levando ao descontrole da proliferagao celular.
No CCRE os eventos mutacionais aleatérios durante a carcinogénese seguem
uma sequéncia bem estabelecida. A inativagdo do gene APC localizado no brago
longo do cromossomo 5 (5q) € o passo inicial para a displasia em um adenoma.
Na sequéncia, mutagdes adicionais vao se acumulando em oncogenes (familia
RAS) e em genes supressores de tumor nos cromossomos 18q (DCC, SMAD2,
SMAD4) e 17q (TP53), levando a uma displasia acentuada e posteriormente ao

carcinoma (Fujiwara et al., 1998).

1.8- Cancer colorretal familial

E de muito conhecido que individuos de determinadas familias
apresentam risco aumentado da doenga, sem seguir um padrdao mendeliano

(Johns e Houlston, 2001; Noe et al., 2008). Esses individuos apresentam um
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genoma alterado que somado a fatores ambientais levam ao fenétipo maligno.
Polimorfismos de baixa penetrancia (genes de susceptibilidade), como os de
genes relacionados com a angiogénese, com o metabolismo de carcindégenos ou
de genes relacionados com o metabolismo do acido félico, podem explicar estes
agrupamentos de individuos portadores de tumor em uma mesma familia
(Ma et al., 1997; Molloy et al., 1997; Ma et al., 1999; Friso et al., 2002;
Shannon et al., 2002; Pufulete et al., 2003).

1.9- Metabolismo do acido félico

O &cido félico (acido pteroiloglutdmico-vitamina B9) € a forma mais
estavel de folato e € um dos substratos essenciais para o metabolismo celular
(sintese de DNA e metilagdo). Entretanto ndo é encontrado naturalmente em
tecidos vivos, necessitando ser reduzido “in vivo’, o que resulta em dihidrofolato e
tetrahidrofolato, pela adicdo de atomos de hidrogénio. A sua deficiéncia foi
associada a um grande numero de malignidades. Derivados metilados de acido
félico [formiltetraidrofolato N10 e N5, N10-metileno (5,10-MTHF)] sdo doadores de
carbono para a sintese de nucleotideos. Outro derivado de acido félico
[metiltetrahidrofolato N5 (5-MTHF)] produzido a partir de 5,10-MTHF por
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), € um doador metil da metionina (Met)
na sintese de homocisteina (Hcy). Essa reagcdo € catalisada pela metionina
sintase, cujo cofator é a cobalamina (vitamina B12) (Stryer, 1992). A atividade da
metionina sintase depende da funcdo da metionina sintase redutase, que participa
na mudanca de metionina sintase para sua forma ativa (Leclerc et al., 1998).
A metionina é metabolizada pela metionina adenosiltransferase para
S-adenosilmetionina (SAM), que é um doador metil em inUmeras reagdes de
transmetilacdo. Um dos produtos dessas reacbes € S-adenosilhomocisteina
(SAH), convertido por adenosilhomo-cisteinase para homocisteina, que pode ser
usado novamente para a sintese de Met. Se o nivel celular de SAM ¢ alto,
a atividade da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) é inibida e a cistationina

sintase € ativada. Na reacdo catalisada pela cistationa B-sintase (CBS), a Hcy é
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metabolizada em cistationina, e depois em cisteina (Finkelstein, 1998).
Caréncia de acido félico, assim como irregularidades funcionais no metabolismo
da enzima Hcy, produzem niveis elevados de Hcy nas células. Excesso dessa
enzima leva a producao de betaina, que pode ser usado como doador metil para a
sintese de Met. A reacéao é catalisada pela betaina metiltransferase homocisteina,
uma enzima que sO pode ser encontrada nos rins e figado, e sua fungdo esta
relacionada com a atividade inadequada da Met. Inibidores desta enzima sdo SAM
e SAH, substancias nas quais provavelmente regulam todo o metabolismo de
Hcy e Met (Filkenstein, 1998).

Aumento dos niveis de Hcy pode também ser o resultado de uma
metionina sintase mal funcionante. O substrato desta enzima é o
5-metiltetrahidrofolato, que € produzido em reacbes catalisadas por MTHFR.
O cofator da metionina sintase é a cobalamina, que participa na transferéncia de
grupos metil do 5-metiltetrahidrofolato de homocisteina. Os produtos desta reagao
sdo Met e tetrahidrofolato, que € levado novamente para o ciclo do folato.
Cobalamina vinculado a enzima pode assumir trés formas. O primeiro (COB 1)
€ um redutor forte, que pode ser oxidada (COB Il), levando a inativacdo da
enzima. A ativagdo enzimatica é dependente de uma metilagdo redutora,
que produz a forma ativa da cobalamina (COB Ill). O SAM é o responsavel pelo
fornecimento de grupos metil. Os elétrons s&o retirados da nicotinamida adenina
fosfato dinucleotideo (NADPH) e todo o processo é catalisado pela metionina
sintase redutase (MTRR) (Leclerc et al., 1998; Matthews et al., 1998). A metionina
sintase (MTR) tem trés dominios. O dominio N-terminal liga-se a substratos para a
reagao, o dominio central liga-se a cobalamina, enquanto o dominio C-terminal é
um dominio de regulagdo, interagindo com o SAM (Chen et al., 1997;
Matthews et al., 1998).

A timidilato sintase (TS) é a enzima chave para a biossintese de
timidilato, sendo um importante regulador dos niveis de desoxirribonucleotideo
trifosfatado (dNTP) em intima relagdo com o metabolismo do folato.

A peculiariedade da TS deriva principalmente de seu papel regulatério no interior
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da célula além de sua funcdo enzimatica. Pequenas mudangas na expressao de
enzimas dNTP sintéticas influenciam na biodisponibilidade de dNTP afetando a
sua replicagdo, permitindo um viés de leitura e interpretagcdo (Angus et al. 2002;
Martomo e Mathews, 2002). Por outro lado, o metabolismo do folato afeta a
integridade do DNA através da sintese de nucleotideos e por mecanismos de

metilacdo (Choi e Mason, 2000).

Portanto, as principais enzimas no metabolismo do folato sdo a
MTHFR, a MTR, a MTRR e a TS (Figura 2).

1.9.1- Metilenotetrahidrofolato redutase

Em 1994, o gene codificador da enzima MTHFR humana foi
identificado. Esta localizado no cromossomo 1 (1p36.3), possui 11 éxons e produz
656 residuos de aminoacidos (Goyette et al., 1998). Dois polimorfismos A1298C e
C677T, localizados nos éxons 7 e 4 respectivamente, que alteram a atividade
enzimatica, foram identificados no gene MTHFR. A atividade enzimatica reduzida
leva a uma diminuicdo nos niveis de SAM, inibicdo da metiltransferase e

subsequente hipometilagao.

O polimorfismo A1298C (rs1801131), localizado na regido codificante
do dominio regular, causa a substituicdo de glutamato por alanina. Os gendtipos
homozigoto variante 1298CC e heterozigoto 1298 AC foram identificados em cerca
de 10% e 15% dos individuos em geral, enquanto que a frequéncia do alelo 1298C
€ de cerca de 0,36 nesses individuos (Botto e Yang, 2000). Heterozigotos para o
polimorfismo A1298C apresentam uma redug¢ao na atividade da enzima MTHFR,
resultando em elevados niveis plasmaticos de Hcy (Van Der Put et al., 1998).
Duas meta-analises sugerem que o gendtipo homozigoto variante 1298CC protege
individuos do CCR (Kono e Chen, 2005; Huang et al., 2007), apesar do efeito
funcional do alelo C ser ainda desconhecido.
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No caso do polimorfismo C677T (rs1801133), a enzima se torna
termolabil, com diminuicdo acentuada da sua atividade (70%) com o aumento da
temperatura (Frosst et al., 1995). Esse efeito pode ser suprimido pela adigdo de
acido fdlico. Cerca de 10% e 50% dos Caucasianos apresentaram o genoétipo
variante 677TT e heterozigoto 677CT, respectivamente (Brattstrom et al., 1998).
Os individuos com o gendtipo heterozigoto, também apresentaram redugdo da
atividade enzimatica da ordem de 30%, com niveis elevados de Hcy
(Gunadson et al., 1998; Van Der Put et al., 1998). As frequéncias de cada alelo
diferiram entre populagbes diversas; a frequéncia do alelo 677T em negros
(0,05 - 0,18) foi menor do que em brancos (0,25 - 0,44) em estudo prévio
(Botto e Yang, 2000).

Baixa prevaléncia de CCR foi identificada em individuos com o gendétipo
677TT, sobretudo em populagdes com altos niveis séricos de folato (Chen et al.,
1996; Ma et al., 1997; Slattery et al., 1999; Choi e Mason, 2002;
Le Marchand et al., 2002; Shannon et al., 2002; Toffoli et al., 2003; Ulvik et al.,
2004; Yin et al., 2004). Efeito protetor para CCR (OR: 0,776, IC 95%: 0,603-0,997;
p=0,047) foi também associado ao alelo T em populagdo macedbnica
(Matevska et al., 2008). Ja Cao et al., em 2008, observaram risco 2,42 vezes
maior para CCR em portadores do genodtipo homozigoto variante do gene
(Cao et al., 2008) e no estudo de lacopetta et al. (2009), individuos com o alelo T
e caréncia de folato apresentaram maior risco para cancer em célon proximal
(lacopetta et al., 2009). Outros pesquisadores encontraram uma associagao de
maior risco de CCR em pacientes carreadores do alelo C (Wang et al., 2006;
Lima et al., 2007; Chang et al., 2007). Ainda, o polimorfimo génico nao foi
associado ao risco de CCR em outros estudos (Keku et al., 2002; Plaschke et al.,
2003). Resultados contraditérios nos diferentes estudos podem ter resultado de
diferencas nos habitos alimentares, modo de vida e variagbes raciais, além de
eventualmente outros polimorfismos estarem envolvidos no processo de

carcinogénese.
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1.9.2- Metionina sintase

O gene humano que codifica a enzima MTR foi localizado na regiao
telomérica do cromossomo 1 (1g43). O gene é constituido por 12 éxons e codifica
uma proteina de 1265 aminoacidos, com peso molecular de aproximadamente
140kDa (Chen et al., 1997; Leclerc et al., 1998; Mathews et al., 1998).
A MTR é essencial para a manutengcdo adequada de metionina e folato
intracelular, bem como para assegurar que as concentragdes de Hcy nao atinjam

niveis toxicos (Van Der Put et al., 1997).

O polimorfismo mais comum no gene MTR é o A2756G (rs1805087),
resultante de uma mutacdo de ponto que acarreta a substituicdo de acido
aspartico por glicina, localizado no éxon 8 (Van Der Put et al., 1997,
Van Der Put et al., 1998). O acido aspartico é fortemente polar e localiza-se na
a hélix entre a cobalamina e o dominio regulatério. A mudanga para aminoacido
nao-polar (glicina) conduz a perturbag¢des na estrutura tridimensional da proteina e
de sua fungdo (Van Der Put et al., 1997; Van Der Put et al., 1998). O polimorfismo
A2756G provavelmente leva a uma oxidagdo inadequada do cofator
(cobalamina-vitamina B12), com redugdo da atividade da MTR e consequente
aumento do nivel de Hcy celular (Chen et al., 1997). Entretanto, outros estudos
nao confirmaram a tese de que ha reducao da atividade enzimatica e consequente
hiperhomocisteinemia (Ma et al., 1999; Klerk et al., 2003; Nagaraja e Diwakar,
2008)

O gendtipo homozigoto variante 2756GG foi identificado em 2% a
3% de asiaticos (Van Der Put et al., 1997; Ma et al., 1997; Zhang e Dai, 2001;
Le Marchand et al., 2002), em 3% de europeus e em 6% de afro-americanos
(Sharp e Little, 2004; Human Genome Epidemiology Network in
http://www.cdc.gov/genomics/hugenet/default.htm). Seu papel no risco de CCR é
incerto. Dois estudos, um em CCR e outro em adenomas demonstraram uma leve
reducao do risco de CCR para o gendtipo GG (Ma et al., 1999; Chen et al., 1998).
Um outro estudo ndo encontrou nenhum efeito global, entretanto foi observado
uma associagdo inversa entre o genotipo GG e CCR em Hawaianos
(Le Marchand et al., 2002).
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1.9.3- Metionina sintase redutase

A enzima MTRR é codificada pelo gene MTRR que localiza-se no
cromossomo 5 (5p15.31) (Leclerc et al., 1999). E responsavel pela regulacéo da
MTR por metilagao redutora, possuindo um peso molecular de 77kDa. A enzima é
um membro da familia de elétrons transferase e possui 3 locais caracteristicos na
qual se ligam monocucleotideo de flavina (FMN), dinucleotideo flavina adenina
(FAD) e NADPH. O gene MTRR é composto por 15 éxons, sendo da familia dos

genes de manutencao (“housekeeping”’) (Leclerc et al. 1999; Wilson et al.,1999).

A remetilagdo de Hcy em Met necessita da enzima MTR, cujo cofator é
a cobalamina. O polimorfismo mais comum no gene MTRR é o A66G, que leva a
substituicdo da isoleucina por metionina (122M), no final do intron 6.
O polimorfismo A66G (rs1801394) esta associado a maior concentragdo da Hcy,
em razdo de possiveis disturbios da atividade catalitica proteica
(Leclerc et al., 1998; Gaughan et al., 2001).

O genodtipo homozigoto variante 66GG foi identificado em 19% a
29% de individuos da populagdo em geral. Foi também identificado em 8% a
10% dos japoneses (Wilson et al., 1999; Hobbs et al., 2000; Gaughan et al., 2001,
Geisel et al,. 2001; Ray et al.,, 2001; Hassold et al 2001, O’Leary et al., 2002,
Le Marchand et al., 2002; Rady et al., 2002). Em afro-americanos e em hispénicos
a prevaléncia do gendtipo homozigoto variante foi de 42% e de
50% respectivamente. No Brasil, o gendtipo GG foi identificado em 15% de
220 criangas normais (Aléssio et al., 2004) e em 17,1% das mulheres de baixa
renda do Estado de Séo Paulo (Almeida, 2010). Ainda, a frequéncia do alelo
2756G foi de 0,36 em 148 criancas brasileiras (De Godoy et al., 2010).
As frequéncias do alelo 66G, em norte americanos, foram de 0,52 e 0,28 em
brancos e em negros nao hispanicos, respectivamente (Human Genome

Epidemiology Network in www.cdc.gov/genomics/hugenet/default).

Num unico estudo, o gendétipo MTRR A66G nao foi associado com CCR
quando trés grupos étnicos foram avaliados em conjunto. Entretanto quando foi

estudado apenas a etnia branca, foi observado uma tendéncia limitrofe para o
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risco de CCR com o aumento do numero de alelos variantes (OR para GG versus
AA=1,9; 95 % IC: 1,0-3,8 p=0,07) (Le Marchand et al., 2002).

1.9.4- Timidilato sintase

O gene que codifica a enzima TS esta localizado no cromossomo 18
(18p11.32) e possui papel crucial na sintese de DNA, em razdo do envolvimento
no mecanismo de autoregulagdo transcricional (Chu et al.,, 1991).
Catalisa a conversao intracelular de deoxiuridilato a deoxitimidilato, na qual é a
unica fonte de timidilato, sendo precursor essencial para a sintese de DNA.
O metabdlito ativo do Sfluorouracil, 5-fluorodeoxiuridilato (5-FAUMP), liga-se a
TS e inibe a formagdo de um complexo estavel. O gene TS é polimérfico com
sequencias duplas (2R) ou triplas (3R) em “tandem” de 28 pares de bases na
regiao regulatéria 5’ (rs34743033).

A regido polimorfica parece funcional e pode modular a expressao da
proteina, com maior eficiéncia conferida pelo alelo 3R (Ulrich et al., 2002).
A maior expressao da proteina pode aumentar a conversdo de deoxiuridina
monofosfato (dAUMP) para deoxitimidina monofosfato (dTMP), minimizando tanto o
nivel de uracil que pode ser incorporado ao DNA como quebras de DNA.

Essa converséao requer 5-10-methilenotetrahidrofolato como doador metil.

O gendtipo homozigoto 3R3R foi identificado em 2% a 3% dos
asiaticos, em 3% de Europeus e em 6% de Afro-americanos. Em brancos
norte-americanos a frequéncia do genotipo 2R2R variou de 19% a 23% e de 14%
a 20% em africanos e em afro-americanos (Horie et al., 1995; Marsh et al., 1999;
Marsh et al., 2000; Luo et al., 2002; Trinh et al., 2002; Skibola et al., 2002;
Ulrich et al., 2002).

A frequéncia do alelo 3R variou de 0,38 a 0,54 entre caucasianos,
de 0,49 entre quenianos e 0,82 entre chineses (Marsh et al., 1999; Marsh et al.,

2000). Em termos de risco para o desenvolvimento de ACRE, aqueles individuos
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carreadores do gendtipo 2R2R detém uma OR de 0,52, ou seja, esse gendtipo

apresenta efeito protetor para o desenvolvimento do tumor. Um dado interessante

€ que a ingestdo de folato parece nao influir decisivamente no risco de ACRE

associado ao polimorfismo (Chen et al. 2003)

Figura 2-
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de DNA

Metabolismo do acido folico, metionina e homocisteina.
MTHFR: metilenotetrahidrofolato redutase, THF: acido
tetrahidrofélico, MTR: metionina sintase, MTRR: metionina sintase
redutase, DHF: acido dihidrotetrafélico, SAM: S-adenosilmetionina,
SAH: S-adenosilhomocisteina, B12: vitamina B12, dTMP:

deoxitimidina monofosfato, dUMP: deoxiuridina monofosfato.

Todos os seres humanos sao praticamente idénticos no nivel genético,

e o0 conjunto completo de genes e outros aspectos da sequéncia do nosso DNA

sao essencialmente os mesmos. A maior parte do DNA de qualquer individuo
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(99,5%) é exatamente a mesma comparada com qualquer outro individuo
(Goldstein e Cavalleri, 2005). As diferengas na sequéncia de DNA entre individuos
sao chamadas de polimorfismos. Polimorfismos sao definidos como variantes
genéticas que estdo presentes na populagdo em uma frequéncia maior que 1%,
enquanto que variantes de sequéncia de DNA que estdo presentes em uma
frequéncia menor que 1% na populacdo sao arbitrariamente chamados de
mutacgdo (Schafer e Hawkins, 1998).

Todas as enzimas envolvidas com o metabolismo do acido fdlico,
metionina e homocisteina sdo codificadas por genes polimérficos (Frosst et al.,
1995; Goyette et al.,, 1998; Van Der Put et al.,, 1997; Chen et al., 1997;
Leclerc et al.,, 1998; Ulrich et al., 2002). Assim, o “status” de folato pode ser
potencialmente perturbado por estes genes polimérficos. Dois mecanismos foram
propostos para explicar como a deficiéncia de folato pode concorrer para o
aumento do risco de malignidade: a) por hipometilagdo do DNA e ativagao de
proto-oncogenes, e/ou b) por indugdo de um acréscimo inadequado de uracil
durante a sintese de DNA, levando a uma reparagao catastréfica do DNA (quebra
e/ou dano cromossomal) (Blount et al., 1997; Fang e Xiao, 2003). Entretanto as

evidéncias que sustentam esses mecanismos em humanos séao limitadas.

Os papéis dos polimorfismos génicos relacionados com o metabolismo
do acido félico no risco do ACRE sé&o contraditérios e parecem ser modulados pela
quantidade de acido fdlico disponivel (Ma et al., 1997; Ma et al., 1999;
Gershoni-Baruch et al., 2000; Choi e Mason, 2000; Friso et al., 2002;
Pufulete et al., 2003; Sharp e Little, 2004).

A origem racial da populagdo brasileira é altamente heterogénea,
composta por indigenas e imigrantes da Europa, Africa e Asia (Arruda et al., 1998;
Alves-Silva et al., 2000; Carvalho-Silva et al., 2001), e os estudos sobre a
influéncia dos polimorfismos dos genes MTHFR, MTR, MTRR e TS no risco de
ocorréncia do CCR foram realizados fundamentalmente em populacdes

caucasoides e asiaticas.
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Vale ainda enfatizar que as neoplasias constituem a segunda causa de
Obito na regido sudeste do Brasil (Duncan et al., 1992) e que doencgas
relacionadas a exposi¢cdo ocupacional a agentes quimicos foram descritas em
pacientes desta regido, de forma aparentemente mais frequente do que em outras
regides do pais (Lorand et al., 1984; Augusto, 1987; Ruiz et al., 1994).

Ainda, ja é de muito conhecido que dieta carente em acido folico esta
associada com a origem do CCR (Franceschi et al., 1998) e que a caréncia de

folato é caracteristica de nossa populagao (Matos e Martins, 2000).

Frente ao exposto, foram definidos os objetivos do estudo.

Introducéao
81



Introducéao
82



83

2- OBJETIVOS



84



Foi avaliado um grupo de pacientes portadores de adenocarcinoma
colorretal esporadico (ACRE) e um grupo de individuos normais, que serviram

como controles, tendo como objetivos:

* Verificar se os polimorfismos MTHFR A1298C, MTHFR C677T, MTR A2756G,
MTRR A66G e TS 2R3R influenciaram o risco de ocorréncia do ACRE;

* Verificar se os polimorfismos génicos estiveram associados a idade, ao sexo, a
raca, a localizacdo, ao grau de diferenciacdo e ao estagio do tumor de
pacientes com ACRE.
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3- CASUISTICA E METODOS
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Foram avaliados 113 pacientes classificados como ACRE atendidos por
ocasido do diagndstico, no ambulatério de Proctologia do Departamento de
Cirurgia e no ambulatério de Oncologia Clinica do Departamento de Clinica
Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp), que serviram como casuistica de estudo prévio conduzido
por pesquisadores do nosso grupo, no periodo de margo de 1992 a julho de 2003.
Foram excluidos da casuistica os pacientes que apresentavam polipose
adenomatosa colbnica, sindrome de Lynch, doengas inflamatorias intestinais, e

aqueles que nao aceitaram participar do estudo proposto.

Foi também estudado um grupo controle, constituido por 188 doadores
de sangue atendidos no Hemocentro da Unicamp, com idade entre 50 anos e
60 anos, que nao referiram perda de peso, sintomas gastrointestinais ou
antecedente familiar de CCR, e que nao apresentaram doengas consideradas
pré-neoplasicas, como a polipose adenomatosa colbnica, a sindrome de Lynch e
as doencas inflamatorias intestinais. Esses individuos também serviram como

controles de estudo anterior.

3.1- Avaliacgao clinica

Os dados relativos a identificacdo, a idade, ao sexo, a raca e aos
exames laboratoriais necessarios ao diagnostico, ao tipo histolégico, ao grau de
diferenciagdo e ao estagio do tumor, foram obtidos dos prontuarios de cada
paciente. Para o grupo controle, os dados relativos a identificagdo, a idade,
ao sexo, a raga e a historia clinica e familiar foram obtidos por interrogatério

especifico.

3.2- Avaliacao do tumor

O diagnéstico de ACRE foi estabelecido em cortes histolégicos de
fragmentos do tumor incluidos em parafina e corados por hematoxilina e eosina e

a classificagdo do grau de diferenciagéo do tumor foi realizada de acordo com os
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critérios propostos por Albert Broders (Broders, 1925). Foi considerada a
localizagdo do tumor descrita no exame anatomo-patolégico da pecga cirurgica.
Foram considerados como proximais os tumores localizados em colons
ascendente, transverso ou descendente, e como distais os localizados em

sigmoide ou reto.

O estadiamento do tumor foi realizado com base nos resultados obtidos
do exame histologico da pecga cirurgica, da ultrassonografia e tomografia
computadorizada do abdome e pelve, do raio-x de torax e dos achados
intra-operatérios, de acordo com o proposto por Greene et al para o sistema TNM
(Greene et al., 2002). (Anexos 2 e 3)

Os pacientes foram distribuidos de acordo com a idade, o sexo, a raga,

a localizagao, o grau de diferenciagao e o estagio do tumor.

Os controles foram distribuidos de acordo com a idade, o sexo e a raga.

3.3- Analise molecular dos genes MTHFR, MTR, MTRR e TS 2R3R

A genotipagem foi realizada no Laboratério de Genética do Cancer da
Disciplina de Oncologia Clinica do Departamento de Clinica Médica da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Unicamp, coordenado pela Prof®. Dra. Carmen Silvia

Passos Lima.

3.3.1- Extragdo do DNA

O DNA gendmico foi obtido de amostras de sangue periférico dos

pacientes com ACRE e dos individuos controle, por extragao com cloreto de litio.

A extracdo de DNA seguiu o método descrito por John Woodhead

(Woodhead et al., 1986), apresentado a seguir:
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Um tubo do tipo “Vacutainer” com acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e cerca de 5,0ml de sangue periférico foi coletado de cada paciente e
controle. Centrifugou-se a amostra por dez minutos a 2800rpm em temperatura
ambiente para a separacdo do plasma. Em seguida, foram adicionados ao
sedimento 5ml de tampdo de lise | (Tris-HCI 10 mM pH8,9, KCI 10mM,
MgCI2 10mM, EDTA 2mM) e 125ul de Triton X-100. O sedimento contendo as
células foi homogeneizado nesta solucao, a qual foi centrifugada a 2000rpm a 4°C
por dez minutos. O sedimento formado devido ao processo de centrifugacéo foi
homogeneizado com o auxilio de uma pipeta Pasteur em 5,0ml do mesmo tampéo
(tampédo de lise 1), e a solugdo seguida de nova centrifugagdo com as mesmas
condigdes descritas acima. Esse processo foi realizado continuamente até a
obtengcdo de um sedimento sem impurezas, sendo entdo homogeneizado em
800yl de tampéao de lise Il (Tris-HCI 10mM pH 8.0, MgCl, 10mM NaCl 0,4M,
EDTA 2mM e 25ul de SDS 20%), incubando-se a solugéao a 55°C por dez minutos.
Apds esta incubacao foram adicionados 300ul de NaCl 5M, seguindo-se
duas extragcdes com 0,5 volume de uma mistura cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1), centrifugando-se sempre a 12.000rpm por cinco minutos em temperatura
ambiente. A seguir, foram realizadas mais duas lavagens com mistura
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). O DNA foi precipitado pela adigdo de um
volume de acetato de sédio 3M pH 5,5 e dois volumes de etanol absoluto gelado,
mantendo-se em congelador a -20°C, por uma hora. Apds este periodo,
a solucdo foi centrifugada a 12.000rpm por cinco minutos em temperatura
ambiente. O sedimento foi entdo lavado com 1ml de etanol a 70%. Apds a retirada
do etanol a 70%, o sedimento de DNA ficou em temperatura ambiente para
secagem. Uma vez seco, o DNA foi homogeneizado em agua Milli Q estéril,
para uma concentragdo final de aproximadamente 100ng/pl. Esse DNA foi
colocado em banho-maria a 37°C por uma noite, para que se dissolvesse por
completo. A seguir, analisou-se o DNA dissolvido em gel de agarose a 0,8%,
contendo brometo de etidio, em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X para

subsequente visualizagao sob luz ultravioleta.
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3.3.2- Identificagdo dos gendtipos dos polimorfismos do gene MTHFR

O polimorfismo MTHFR A1298C foi analisado por meio da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e digestdo enzimatica, conforme descricdo previa
(Yi et al.,, 2002). Para a amplificacdo da regido de interesse do gene, foram
utilizados os iniciadores direto (5-CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC-3") e
reverso (5-CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG-3"). As condigbes para a PCR para
a amplificacao do DNA foram as mesmas descritas anteriormente. Os produtos da
reacao sofreram digestdo enzimatica com a enzima Mboll (Fermentas, Ontario,
CA) e, posteriormente, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de
poliacriamida a 20%. Fragmentos de 84 pares de bases (pb), 31pb, 30pb e 18pb
corresponderam ao alelo variante, enquanto que o alelo selvagem foi

caracterizado por fragmentos de 56pb, 31pb, 30pb, 28pb e 18pb (Figura 3).

Os gendtipos do polimorfismo MTHFR C677T foram analisados por
meio de PCR, seguida de digestdo enzimatica, como descrito previamente
(loannidis et al., 2001). A amplificacdo por PCR do DNA gendémico foi realizado
utilizando-se o iniciador (5-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3') e seu reverso
(5'-AGGACGGTGCGGTCAGAGTG-3"). Trinta e cinco ciclos de incubagao foram
realizados por 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 68°C e 2 minutos a 72°C com um
alongamento de sete minutos a 72°C ao final dos ciclos. O produto foi submetido a
digestdo enzimatica com a enzima Hinfl (Fermentas, Ontario, CA). Os gendtipos
foram analisados por eletroforese em gel de poliacriamida a 7% (brometo de
etidio). Fragmentos de 175 e 23pb corresponderam ao alelo variante enquanto

que o alelo selvagem foi caracterizado por fragmentos de 198pb (Figura 4).

3.3.3- Identificagdo dos gendtipos do polimorfismo do gene MTR

Os gendtipos do polimorfismo do gene MTR A2756G foram analisados
por PCR utilizando-se 0,5mg a 1,0mg de DNA gendmico humano e 0,2mM do
iniciador direto (5'-TGTTCCCAGCTGTTAGATGAAAATC-3') e do iniciador reverso
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(5-GATCCAAAGCCTTTTACACTCCTC-3"). As condigdes da PCR foram as
seguintes: desnaturacdo por cinco minutos a 94° C e 40 ciclos a 95°C por
60 segundos, 60°C por 90 segundos e 72°C por 60 segundos. Isto foi seguido por
uma extensdo de cinco minutos a 72°C. A digestdo dos fragmentos foi realizada
utilizando 1,3uL tampdo e 20 unidades de enzima de restricado Haelll
(New England Biolabs, Massachusets, EUA) adicionado a 12uL do produto da
PCR e incubados a 37°C por pelo menos duas horas. Os produtos de digestao
foram visualizados apos eletroforese em gel de agarose a 3% apos serem corados
com brometo de etidio. O alelo selvagem produziu um fragmento de 211pb e o

alelo variante produziu dois fragmentos de 80pb e 131pb (Figura 5).

O método utilizado para a identificacdo dos gendtipos do polimorfismo
MTR A2756G foi o descrito por Christine Skibola et al. (2002) (Skibola et al.,
2002).

3.3.4- Identificagao dos genotipos do polimorfismo do gene MTRR

A identificacdo dos gendtipos do polimorfismo A66G foi determinada por
PCR e digestdo enzimatica, como descrito (Brown et al., 2000). Foram utilizados o
iniciador direto (5'-GCAAAGGCCATCGCAGAAGACAT-3') e o iniciador reverso
(5-GTGAAGATCTGCAGAAAATCCATGTA-3"). Os fragmentos obtidos pela
enzima Ndel (Bethesda Research Laboratories, Boehringer Mannheim
Biochemicals, International Biotechnologies, and New England Biolabs) foram
submetidos a digestdo enzimatica. Os fragmentos foram analisados em
eletroforese em gel de poliacrilamida a 2% corados com brometo de etidio
(Brown et al., 2000). Fragmentos de 150pb correspondem ao alelo selvagem.
Ja os fragmentos de 123 pb e 27 pb correspondem ao alelo variante do gene
(Figura 6).
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3.3.5- Identificagdo dos gendtipos do polimorfismo do gene TS 2R3R

Presenca de sequéncias em ‘“tandem repeat” na regiao 5'-terminal da
regido reguladora do gene TS foi detectada por meio de protocolo descrito por
Nobuyuki Horie et al (Horie et al, 1995). Foram utilizados 0,5-1,0 g de DNA e
0,2mM de iniciador direto (5-TGCGTGCCTGCGTTTCACCC-3') e reverso
(5'-TTGTGCCCAAGCAGCCCGCGGCCATGGCAGCGCCGLCGG-3'). A PCR
iniciou com um ciclo de cinco minutos de desnaturagdo a 94°C seguido de
30 ciclos: 94°C por um minuto, 60°C por um minuto e 72°C por dois minutos.
Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 3% corados
com brometo de etidio. Homozigotos para a repeticdo do par (2R2R) produziram
fragmentos de 220pb. Heterozigotos (2R3R) produziram fragmentos de 220pb e
fragmentos de 250pb, e homozigotos para a repeticéo tripla (3R3R) produziram

fragmentos de 250pb (Figura 7).

Os pacientes foram distribuidos de acordo com os gendtipos dos
referidos polimorfismos isolados e agrupados. Os genotipos dos referidos
polimorfismos foram também avaliados, isolados e agrupados, em pacientes

estratificados por aspectos clinicos e biolégicos do tumor.
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Figura 3-

«100pb
-« T2pb
-« 28ph

Identificagdo dos gendtipos do polimorfismo A1298C do gene
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR): Produtos da digestdo da
regidao de interesse com a enzima Mboll analisados em gel de
poliacrilamida 7% e corados com brometo de etidio. Fragmentos de
72 pares de bases (pb) e 28pb correspondem ao alelo selvagem A.
Ja os fragmentos de 100pb e 28pb correspondem ao alelo variante C.
O marcador de tamanho de DNA “/adder’ 50pb esta apresentado na
coluna 1. Individuos com gendtipo homozigoto selvagem AA estdo
apresentados nas colunas 2 e 6. Individuos com gendtipo
heterozigoto AC estdo apresentados nas colunas 3 e 5. Individuo com

gendtipo homozigoto variante CC esta apresentado na coluna 4.
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Figura 4- Identificacdo dos gendtipos do polimorfismo C677T do gene
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR): Produtos da digestao da
regido de interesse com a enzima Hinfl analisados em gel de agarose
3% e corados com brometo de etidio. Fragmentos com 198 pares de
bases (pb) correspondem ao alelo selvagem C. Ja fragmentos de
175pb e 23pb (ndo visualizados) correspondem ao alelo variante T.
O marcador de tamanho de DNA “/ladder’ 100pb esta apresentado na
coluna 1. Individuos com gendtipo homozigoto selvagem CC estao
apresentados nas colunas 2, 6, 9, 10, 12 e 14. Individuos com
gendtipo heterozigotos CT estdo apresentados nas colunas 3, 7, 8,
11, 13 e 15. Individuos com gendtipo homozigoto variante TT estao

apresentados nas colunas 4 e 5.
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Figura 5- Identificacdo dos gendtipos do polimorfismo A2756G do gene metionina
sintase (MTR): Produtos da digestdao da regidao de interesse com a
enzima Haelll analisados em gel de agarose a 2% e corados com
brometo de etidio. Fragmentos com 211 pares de bases (pb)
correspondem ao alelo selvagem A. Ja fragmentos de 131 e 80pb
correspondem ao alelo variante G. O marcador de tamanho de DNA
“ladder’ 100pb esta apresentado na coluna 1. Individuo com genétipo
heterozigoto AG esta apresentado na coluna 2. Individuos com gendtipo
homozigoto selvagem AA estdo apresentados nas colunas 3, 4, 6, 7 e 8.
Individuo com gendtipo homozigoto variante GG esta apresentado na

coluna 5.
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Figura 6- Identificacdo dos gendtipos do polimorfismo A66G do gene metionina
sintase redutase (MTRR): Produtos da digestao da regidao de interesse
com a enzima Ndel analisados em gel de agarose a 2% e corados com
brometo de etidio. Fragmentos com 150 pares de bases (pb)
correspondem ao alelo selvagem A. Ja os fragmentos de 123 e 27pb
(ndo visualizados) correspondem ao alelo variante G. O marcador de
tamanho de DNA “ladder’ 100pb esta apresentado na coluna 1.
Individuos com genétipo homozigoto selvagem estao apresentados nas
colunas 2, 8 e 9. Individuos com gendétipo heterozigoto estdo
apresentados nas colunas 3, 4 e 6. Individuos com gendtipo

homozigoto variante esta apresentado nas colunas 5 e 7.
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Figura 7- Identificacdo dos gendtipos do polimorfismo 2R3R do gene timidilato
sintase (TS): Produtos da amplificagdo das regides de interesse do
gene analisados em gel de agarose 2% e corados com brometo de
etidio. Os fragmentos de 238 pb correspondem ao alelo variante 3R.
Fragmentos com 210 pares de bases (pb) correspondem ao alelo
selvagem 2R. O marcador de tamanho de DNA “ladder’ 100pb esta
apresentado na coluna 1. Individuo com genétipo homozigoto variante
esta apresentado na coluna 2. Individuos com gendtipo homozigoto
selvagem estdo apresentados nas colunas 3 e 4. Individuos com

genotipo heterozigoto esta apresentado na coluna 5.

3.4- Aspectos éticos

As informacdes clinicas e as amostras de pacientes e controles foram
obtidas do Banco de Material Biolégico do Laboratério de Genética do Cancer da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.
Os procedimentos foram realizados apds a obtencédo de aprovagcdo do Comité de

Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp (Apéndice 1).
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3.5- Analise estatistica

O teste de verificagdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado
com o intuito de verificar se ocorreu distribuicdo preferencial de algum dos
genotipos avaliados no grupo de pacientes e controles utilizados no estudo
(Beiguelman, 1994). O significado estatistico das diferengcas entre grupos foi
calculado por meio do teste da probabilidade exata de Fisher ou qui-quadrado com

correcao de Yates.

As determinacgdes dos riscos de ocorréncia do ACRE, a que pacientes e
controles foram submetidos, foram obtidas por meio das razbées das chances
(ORs) e calculadas considerando um intervalo de confianga (IC) de 95%.
Os valores das ORs foram corrigidos por meio de regressao logistica multivariada,
tendo como variavel dependente o grupo (pacientes e controles) e como variaveis

independentes, sexo, idade e raga.

As analises foram realizadas através do programa estatistico “Statistical
Package for the Social Sciences / Predictive Analytics SoftWare” (IBM SPSS /
PASW) na verséo 18.0 (Chicago IL USA).
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4- RESULTADOS
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4.1- Dados clinicos e biolégicos do tumor em pacientes

As distribui¢gdes individualizadas dos 113 pacientes incluidos no estudo,
de acordo com os aspectos clinicos, anatomo-patologicos e biolégicos do tumor,

estao apresentadas no Apéndice 2.

As caracteristicas clinicas dos 113 pacientes com ACRE avaliados no

periodo do estudo estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1- Distribuicdo dos 113 pacientes com adenocarcinoma colorretal

esporadico de acordo com a idade, o sexo e a raca.

Numero de pacientes

Variaveis
(%)
Idade (anos)
<50 26 (23,0)
>50 87 (77,0)
Sexo
Masculino 60 (53,0)
Feminino 53 (47,0)
Raca
Caucasoide 101 (89,38)
Afro-Brasileiro 12 (10,62)

Os pacientes apresentaram a idade entre 24 e 83 anos (média + DP:
59+13 anos; mediana: 59 anos; 101 caucasianos e 12 Afro-Brasileiros).
Houve uma discreta predominancia de pacientes com idade menor do que
60 anos (61 casos; 54%). Ainda, cerca de 23% da casuistica foi constituida por

pacientes com idade menor do que 50 anos. A distribuicido dos pacientes por sexo

Resultados
103



mostrou um discreto predominio da doenca em pacientes do sexo masculino em

relagdo aos do sexo feminino.

Ja as distribuicdes dos pacientes por raca mostrou que a doenca

ocorreu predominantemente em caucasoéides.

As distribuicbes dos 113 pacientes com ACRE incluidos no estudo, de
acordo com os aspectos anatomo-patoldgicos e bioldégicos do tumor estdo
apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2- Distribuicdo dos 113 pacientes com adenocarcinoma colorretal

esporadico de acordo com a localizacao, a diferenciagcao e o estagio

do tumor.
Variaveis Numero de pacientes
(%)
Localizagao do tumor
Coélon 54 (47,8)
Reto 59 (52,2)
Grau de diferenciagao
I 33 (29,2)
I 69 (61,0)
Il 11 (9,8)
Estagio TNM
I 7(15,1)
I 43 (38,0)
1 33 (29 2)
v 0(17,7)
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Observamos distribuicdes similares do tumor em célon e reto e de
tumores localizados e avancados. Houve predominio de tumores moderadamente

diferenciados em nossa amostra.

As distribuicdes dos pacientes estratificados por idade, sexo, raga,
grau de diferenciagao e estagio da doenca de acordo com a localizagao do tumor,

estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3- Distribuicdo dos 113 pacientes com adenocarcinoma colorretal
esporadico estratificados por caracteristicas clinicas e biolégicas de

acordo com a localizagao do tumor.

Reto Célon
Valor de p
n=59 (52,2%) n=54 (47,8%)
Idade 0,25
<50 anos 13 (22,0) 18 (33,3)
>50 anos 46 (78,0) 36 (66,7)
Sexo 0,75
Masculino 30 (50,8) 30 (55,6)
Feminino 29 (49,2) 24 (44,4)
Racga 0,17
Caucasianos 50 (84,7) 51 (94,4)
Afro-brasileiros 9 (15,3) 3 (5,6)
Diferenciagao 0,72
Gl 19 (32,2) 14 (25,9)
Gll 35 (59,3) 34 (63,0)
GllI 5(8,5) 6(11,1)
Estagio 0,09
ECI 11 (18,6) 6(11,1)
ECII 26 (44,1) 17 (31,5)
ECII 16 (27,1) 17 (31,5)
ECIV 6 (10,2) 14 (25,9)
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Nao foram observadas diferengas significativas clinicas e biolégicas
quando tumores de colon e de reto foram considerados. Entretanto observamos
na nossa casuistica, tanto em tumores de colon e reto, uma maior frequéncia de
tumores moderadamente diferenciados, de pacientes caucasianos e de pacientes
com idade de 50 anos ou mais. Outro achado foi uma maior frequéncia de tumores

iniciais (estagios | e 1) em pacientes portadores de tumores de localizag&o retal.

4.2- Dados clinicos em controles

As distribui¢des individualizadas dos 188 controles, de acordo com os

aspectos clinicos, estao apresentadas no Apéndice 3.

As caracteristicas clinicas dos 188 controles avaliados no periodo do

estudo estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4- Distribuicao dos 188 controles de acordo com a idade, 0 sexo e a raga.

Numero de controles

Variaveis (%)
Idade (anos)
<50 1(0,53)
=50 187 (99,46)
Sexo
Masculino 121 (64,36)
Feminino 67 (35,63)
Raca
Caucasoide 161 (85,63)
Afro-Brasileiro 27 (14,36)
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A idade destes individuos variou entre 49 anos e 60 anos (média £ DP:
53,91£2,9 anos; mediana: 53 anos). Apenas um caso tinha idade menor do que
50 anos. Cento e vinte um foram do sexo masculino (64,36%) e sessenta e sete
do sexo feminino (35,63%). Cento e sessenta e um eram caucasoides (85,63%) e

vinte e sete afro-brasileiros (14,36%).

4.3- Analise molecular dos genes MTHFR, MTR, MTRR e TS
4.3.1- Polimorfismos génicos em pacientes e controles

As distribui¢cdes individualizadas dos 113 pacientes e dos 188 controles,
de acordo com os gendtipos dos polimorfismos dos genes MTHFR, MTR, MTRR e

TS estao apresentadas nos Apéndices 2 e 3, respectivamente.

Comparou-se a distribuigcdo dos genotipos dos polimorfismos dos genes
MTHFR, MTR, MTRR e TS na populagao analisada com a esperada pelo teorema

de Hardy-Weinberg, aplicando-se o teste estatistico (Tabela 5).

Tabela 5- Resultados das analises do equilibrio de Hardy-Weinberg para os Ioci
dos polimorfismos MTHFR A1298C e C677T, MTR A2756G,
MTRR A66G e TS 2R3R em amostras dos 113 pacientes portadores de

adenocarcinoma colorretal esporadico e dos 188 controles.

Pacientes Controles
Genes 5 5
X P X P
MTHFR A1298C 0,79 >0,20 5,11 0,05<p>0,10
MTHFR C677T 0,14 >0,20 0,001 >0,20
MTR A2756G 1,92 >0,20 4. 67 0,06<p>0,10
MTRR A66G 0,08 >0,20 1,89 >0,20
TS 2R3R 0,35 >0,20 2,93 >0,20
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As amostras de nossos controles estiveram em equilibrio para os /loci
dos referidos polimorfismos génicos, indicando que as amostras foram
representativas da populagdo em geral que procuraram assisténcia médica em

nosso hospital.

As amostras dos pacientes também estiveram em equilibrio sugerindo
que as frequéncias dos genodtipos de cada polimorfismo foram as mesmas

encontradas nos controles.

As frequéncias dos gendtipos isolados dos polimorfismos dos genes
MTHFR, MTR, MTRR e TS em pacientes e controles estdo apresentadas na
Tabela 6.
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Tabela 6- Frequéncias dos gendtipos isolados dos polimorfismos MTHFR

A1298C, MTHFR C677T, MTR A2756G, MTRR A66G e TS 2R3R em

113 pacientes com adenocarcinoma colorretal esporadico e controles.

ne13 (7 norgs () dep Ajustada  (95%10)
MTHFR A1298C
AA 67 (59,3) 127 (67,55) 0,66 0,11 (0,39-1,10)
AC 38 (33,6) 49 (26,06) 0,10 1,57 (0,91-2,70)
CC 8 (7,1) 12(6,38) 0,93 1,04 (0,39-2,74)
AC + CC 46 (40,70) 61(32,44) 0,11 1,52 (0.90-2,55)
MTHFR C677T
CC 48 (42,5) 92 (48,93) 0,19 0,72 (0,43-1,18)
CT 50 (44,2) 79 (42,02) 0,38 1,24 (0,75-2,06)
TT 15 (13,3) 17 (9,04) 0,46 1,35 (0,59-3,06)
CT+TT 65 (57,52) 96 (51,06) 0,19 1,38 (0,84-2,28)
MTR A2756G
AA 82 (72,6) 144 (76,60) 0,22 0,69 (0,39-1,23)
AG 26 (23,0) 37 (19,68) 0,41 1,29 (0,70-2,36)
GG 5 (4,4) 7(3,72) 0,31 1,89 (0,55-6,50)
AG + GG 31(27,43) 44 (23,40) 0,22 1,43 (0,80-2,53)
MTRR A66G
AA 26 (23,0) 53(28,19) 0,50 0,82 (0,46-1,46)
AG 55 (48,7) 102 (54,26) 0,21 0,72 (0,44-1,19)
GG 32 (28,3) 33 (17,55) (1,09-3,62)
AG + GG 87 (76,99)  135(71,80) 0,50 1,21 (0,68-2,15)
TS 2R3R
2R2R 28 (24,8) 38 (20,21) 0,66 1,13 (0,62-2,07)
2R3R 53 (46,9) 80 (42,55) 0,54 1,16 (0,70-1,91)
3R3R 32 (28,3) 70 (37,23) 0,31 0,76 (0,44-1,29)
2R3R + 3R3R 85(75,22) 150 (79,78) 0,54 0,85 (0,52-1,41)

OR*, ajustado para idade, sexo e raga; 95% IC, intervalo de confianga
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A frequéncia do genodtipo MTRR GG foi maior em pacientes do que em

controles. Individuos com esse gendtipo estiveram sob risco 1,99 vezes maior de

ACRE do que os demais.

As frequéncias dos gendtipos combinados dos polimorfismos dos genes

MTHFR, MTR, MTRR e TS em pacientes e controles estdo apresentadas na

Tabela 7.

Tabela 7- Frequéncias dos gendtipos combinados dos polimorfismos MTHFR,

MTR, MTRR e TS e suas associagbes nos 113 pacientes portadores

de cancer colorretal esporadico e nos 188 controles.

Pacientes Controles Valor OR*

Genétipos 95% IC
n=113 (%) n=188 (%) de p Ajustada

MTHFR A1298C + C677T

AA + CC 19 (62,8) 47 (74,6) 1,00 Referéncia

AC+CC + CT+TT 17 (47,2) 16 (25,4) 0,01 (1,27-8,40)

MTHFR C677T + MTR A2756G

CC + AA 37 (64,9) 68 (77,3) 1,00 Referéncia

CT+TT + AG+GG 20 (351) 20(22,7) 0,04 (2,22) (1,00-4,88)

MTHFR A1298C + C677T + MTR A2756G

AA + CC + AA 14 (70,0) 39 (92,9) 1,00 Referéncia

AC+CC+CT+TT+AG+GG 6 (30,0) 3(7,1)

0,009 (1,80-66,27)

MTHFR A1298C + C677T + MTRR A66G
AA + CC + AA 1(6,7) 14 (50,0)
AC+CC+CT+TT+AG+GG 14 (93,3) 14 (50,0)

1,00 Referéncia
0,02 14,88 (1,67-132,6)

OR?*, ajustada para idade, sexo e raga; 95% IC, intervalo de confianga
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As frequéncias dos polimorfismos combinados: MTHFR 1298AC+CC +
MTHFR 677CT+TT, MTHFR 677CT+TT + MTR 2756AG+GG, MTHFR
1298AC+CC + MTHFR 677CT+TT + MTR 2756AG+GG e MTHFR 1298AC+CC +
MTHFR 677CT+TT + MTRR 66AG+GG foram maiores em pacientes com ACRE
do que em controles. Os pacientes portadores dos gendtipos variantes ou
heterozigotos dessas associagbes apresentaram um risco de 3,26 (95% IC;
1,27-8,40), de 2,22 (95% 1C;1,00-4,88), de 10,92 (95% IC;1,80-66,27) e de
14,88 (95% 1C;1,67-132,6) vezes maior de desenvolver ACRE do que os pacientes

carreadores de genotipos selvagens, respectivamente.

4.3.2- Polimorfismos génicos em pacientes estratificados por aspectos clinicos

Os gendtipos em estudo dos 113 pacientes foram avaliados em fungao

da idade e da raga, conforme demonstrados na Tabela 8.
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Tabela 8- Frequéncias dos gendtipos nos 113 pacientes com adenocarcinoma

colorretal esporadico estratificados por idade e raga.

Idade em anos Raca
o ] Afro
Genoétipos <50 (%) 250 (%) Valor Caucasiana Brasileira Valor
de p* (%) de p*
(%)

MTHFR A1298C
AA 14 (53,8) 53(60,9) 1,00 62(61,4) 5(417) 0,22
AC 11 (42,3) 27(31,0) 0,30 33(327) 5(41,7) 0,53
cc 1390 7(@81) 075 6 (5,9) 2(16,7) 0,20
AC +CC 12 (46,2) 34(39,1) 042  39(386) 7(583) 0,22
MTHFR C677T
cc 6(23,1) 42(483) 1,00 42(416)  6(50,0) 0,80
cT 16 (61,5) 34(39,1) 0,02  44(436) 6(50,0) 0,91
TT 4(154) 11(12,6) 0,30  15(14,9) 0(0,00 0,36
CT+TT 20 (76,9) 45 (51,7) 59 (58,4)  6(50,0) 0,80
MTR A2756G
AA 14 (53,9) 68(78,2) 1,00  73(72;3) 9 (75) 1,00
AG 9(34,6) 17(19,5) 0,07 24(23,8) 2(16,7) 0,73
GG 3(11,5) 2(2,3) 0,03 4 (4,0) 1(8,3) 0,44
AG + GG 12 (46,2) 19 (21,8) 28 (27,7) 3 (25) 1,00
MTRR A66G
AA 7(26,9) 19(21,8) 1,00 24(23,8) 2(16,7) 0,73
AG 11 (42,3) 44(50,6) 046  52(51,5) 3(250) 0,15
GG 8(30,8) 24(27,6) 095  25(24,8)  7(58,3)
AG + GG 19(73,1) 68(78,2) 0,63  77(76,2) 10(83,3) 0,73
TS 2R3R
2R2R 7(26,9) 21(24,1) 1,00 26(257) 2(16,7) 0,73
2R3R 13(50,0) 40 (46,0) 0,91  45(44,6) 8(66,7) 0,25
3R3R 6(23,1) 26(29,9) 054  30(29,7) 2(16,7) 0,50
2R3R + 3R3R 19(73,1) 66(759) 0,84  56(554)  4(33,3) 0,25
MTHFR* + MTRR
AA + AA 5(31,3) 9(28,1) 1,00 14(32,6) 1(167) 1,00
AC+CC + AG+GG 11(68,8) 23(71,9) 1,00  29(67,4) 5(83,3) 0,30
MTHFRT + TS
CC+2R2R 2(22,2) 14(30,4) 1,00 8 (16,3) 1(16,7) 1,00

CT+TT+2R3R+3R3R  7(77,8) 32(69,6) 1,00  41(837) 5(83,3) 1,00

*p ajustado por analise multivariada; *MTHFR A1298C; tMTHFR C677T
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Observamos uma predominancia dos gendtipos CT + TT do
polimorfismo MTHFR 677 (76,9% versus 51,7%; p=0,03), bem como dos
gendtipos AG+GG do polimorfismo MTR 2756 em pacientes com ACRE com idade
inferior a 50 anos quando comparados com pacientes mais velhos (46,2% versus
21,8%; p=0,02). Os gendtipos foram também mais frequentes em pacientes jovens
do que em controles (76,5% versus 51,1%, p=0,02; 46,2% versus 23,4%, p=0,02,
respectivamente). Individuos com os genoétipos variantes dos genes estiveram
associados com risco aumentado para o desenvolvimento de ACRE, de 2,12
vezes (95% IC; 1,04-4,34) e 1,42 vezes (95% IC; 0,99-2,05) em idade precoce

(menor que 50 anos), respectivamente.

Além disso, identificamos uma predominancia do gendtipo homozigoto
variante MTRR G66G em pacientes Afro-Brasileiros comparados com caucasianos
(58,3% versus 24,8%; p=0,04). A frequéncia do gendétipo foi também maior do que
a observada em controles (58,3% versus 17,5%, p=0,003). Afro-Brasileiros com
esse genotipo estiveram sob risco de 1,98 vezes (95% 1C;1,01-3,88) maior de

desenvolver ACRE do que os demais.

4.3.3- Polimorfismos génicos em pacientes estratificados por aspectos

bioldgicos do tumor

As frequéncias dos gendtipos dos genes MTHFR, MTR, MTRR e TS em
pacientes estratificados por aspectos biolégicos do tumor (localizagao,

diferenciacao e estagio) estdo apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 9- Frequéncias dos gendtipos nos 113 pacientes com adenocarcinoma

color-retal esporadico estratificados por localizac&o, diferenciacao e

estagio.
Genoétipos Localizagao Diferenciacao Estagio

Célon Reto P* 1+l ] P I+l n+1v P*
MTHFR A1298C
AA 39(72,2) 28(47,5) 0,01 60(58,8) 7(63,6) 1,00 30(50,0) 37(69,8) 0,05
AC 12(22,2) 26(44,1) 0,02 34(33,5) 4(36,4) 1,00 23(38,3) 15(28,3) 0,35
cc 3(56) 585 072 8(78) 000) 1,00 7(117) 1(1,9) 0,07
CC +AC 15(27,8) 31(52,5) (0,01 42(41,6) 4(364) 1,00 30(50,0) 16(30,2) 0,05
MTHFR C677T
cc 17(31,5) 31(52,5) 0,03 40(39,2) 8(72,7) 0,05 32(53,3) 16(30,2) 0,02
CcT 28(51,9) 22(37,3) 0,17 47(46,1) 3(27,3) 0,34 23(38,3) 27(50,9) 0,25
T 9(16,6) 6(10,2) 046 15(147) 0(0,0) 035 5@8,3) 10(18,9) 0,17
TT+CT 37(68,5) 28(47,5 (0,03)62(60,8) 3(27,3) 0,05 28(46,7) 37(69,8) (0,02D
MTR A2756G
AA 40(74,1) 42(71,2) 0,90 78(76,5) 4(36,4) 0,01 45(750) 37(69,8) 0,69
AG 12(22,2) 14(23,7) 1,00 21(20,6) 5(455) 0,12 13(21,7) 13(24,5) 0,89
GG 2(37) 3(51) 1,00 3(29) 2(182) 007 2(33) 3(57) 0,06
GG + AG 14(25,9) 17(28,8) 0,90 24(23,5) 7(63,6) 15(25,0) 16(30,2) 0,69
MTRR A66G
AA 14(25,9) 12(20,3) 0,63 24(23,5) 2(18,2) 1,00 14(23,3) 12(22,6) 1,00
AG 26(48,1) 29(49,2) 1,00 50(49,0) 5(455) 1,00 29(48,3) 26(49,1) 1,00
GG 14(25,9) 18(30,5) 0,74 28(27,5) 4(364) 0,50 17(28,3) 15(28,3) 1,00
GG + AG 40(74,1) 47(79,7) 0,63 78(76,5) 9(81,8) 1,00 46(76,7) 41(77,4) 1,00
TS2R3R
2R2R 14(25,9) 14(23,7) 0,96 27(26,5) 1(9,1) 029 11(18,3) 17(32,1) 0,14
2R3R 23(42,6) 30(50,8) 0,49 48(47,1) 5(455) 1,00 29(48,3) 24(453) 0,89
3R3R 17(31,5) 15(25,4) 0,48 27(26,5) 5(455) 029 20(33,3) 12(22,6) 0,29
3R3R+2R3R  31(57,4) 29(49,2) 0,49 54(529) 6(54,5) 1,00 31(51,7) 29(54,7) 0,89
MTHFR* + MTRR
AA + AA 10(47,6) 4(14,8) 1,00 14(304) 1(50,0) 1,00 6(21,4) 8(40,0) 1,00
/é%+cc+AG+ 11(52,4) 23(85,2) (0,03)32(69,6) 2(100,0) 1,00 22(78,6) 12(60,0) 0,28
MTHFRT + TS
CC+2R2R 14,00 8(267) 1.00 8(157) 1(250) 1,00 5(18,5) 4(143) 1,00

CT+TT+2R3R+  24(96,0) 22(73,3) (0,03 43(84,3) 3(750) 0,52 22(815) 24(857) 073
3R3R

*p ajustado por analise multivariada; *“MTHFRA1298C; TMTHFR 677T
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A estratificacdo dos polimorfismos estudados por variaveis bioldgicas
do tumor permitiu evidenciar que os genoétipos AC+CC do polimorfismo MTHFR
1298 foi mais frequentemente observado em tumores de reto do que os de célon
(52,5% versus 27,8%; p=0,01) e em controles (52,5% versus 32,5%, p=0,008). Por
outro lado, observamos uma maior frequéncia do genétipo CT+TT do polimorfismo
MTHFR 677 em portadores de tumores de célon quando comparados com
portadores de tumores retais (68,5% versus 47,5%; p=0,03) e quando comparados
com controles (68,5% versus 51,5%; p=0,03). Individuos com o gendtipo MTHFR
1298 AC+CC estiveram sob um risco de 1,42 (95% IC: 1,07-1,90) vezes maior de
apresentar cancer retal e aqueles com o genétipo MTHFR 677 CT+TT estiveram
sob um risco de 1,55 (95% IC: 1,02-2,40) vezes maior de cancer de célon do que
portadores de outros gendtipos. Além disso, a frequéncia dos gendtipos
combinados do MTHFR 1298 AC+CC e MTRR 66 AG+GG, foi maior em pacientes
com tumores de reto, enquanto que a associagdo dos gendtipos MTHFR 677
CT+TT e TS 2R3R + 3R3R foi mais comum em pacientes portadores de tumores
de colon. As frequéncias dos respectivos gendtipos combinados foram maiores do
que nos controles (85,2% versus 54,5%, p=0,006; 96,0% versus 78,4%, p=0,004).
Portadores dos genotipos heterozigotos e variante combinados do MTHFR
A1298C mais MTRR A66G e MTHFR C677T mais TS 2R3R estavam sob um risco
de 3,07 (95% IC: 1,21-7,80) vezes maior de apresentar cancer de reto e um risco
de 5,39 (95% IC: 0,76-38,14) vezes maior de cancer de cdélon, respectivamente,
do que os transportadores dos genotipos selvagens. O gendétipo combinado MTR
2756 AG + GG foi mais comum em pacientes com tumores indiferenciados do que
em pacientes com tumores de grau | e Il e controles (63,6% versus 23,4%,
p=0,007). Portadores dos gendtipos heterozigotos ou variante tinham um risco de
2,11 (95% IC: 0,96-4,62) vezes maior de apresentar tumores indiferenciados do
que os pacientes com outros gendtipos. Um excesso do gendétipo MTHFR 677 CT
+ TT foi observado em pacientes com tumores avangcados em comparagao com
tumores estagio | e Il, comparados com os controles (69,8% versus 51,1%,
p=0,02). Portadores do alelo variante tinham um risco de 1,62 (95% IC: 1,05-2,50)

vezes maior de tumores avangados do que outros.
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O ACRE é uma das neoplasias malignas mais estudadas nas ultimas
décadas, devido a sua ocorréncia e a alta mortalidade a ela atribuida.
Sendo assim, suas caracteristicas clinicas estao entre as melhores estabelecidas
dentre as neoplasias malignas, particularmente em paises do hemisfério norte.
Na literatura, ndo ha descri¢cdes sobre as caracteristicas da doenga em paises do
hemisfério sul no que se refere ao perfil genético e, sobretudo, na investigacao de
polimorfismos do metabolismo do acido félico, o que plenamente justifica a
realizacao deste estudo.

Partimos do principio de que os genétipos do MTHFR A1298C,
MTHFR C677T, MTR A2756G, MTRR A66G e do TS 2R3R, envolvidos no
metabolismo do &cido fdlico, alteram o risco e as caracteristicas clinicas e
biolégicas do tumor em pacientes brasileiros portadores de ACRE, apesar de
haver inimeras evidéncias contraditorias sobre o tema. Além disso, observamos
prevaléncias variaveis em grupos raciais diferentes e também em regides
geograficas distintas (Sharp e Little, 2004). As enzimas codificadas pelos genes
MTHFR, MTR, MTRR e TS, podem apresentar alteragdes significativas na sua
funcdo, em razao de diferentes combinacdes entre alelos variantes e selvagens,
propiciando uma possivel anormalidade quando da sintese do DNA, nas enzimas
de reparacao ou na metilacao (Horie et al., 1995; Frosst et al., 1995; Chen et al.,
1996; Rozen, 1996; Molloy et al., 1997; Van Der Put et al., 1998; Weisberg et al.,
1998; Friedman et al., 1999; Harmon et al., 1999; Wilson et al., 1999; Brown et al.,
2000; Ulrich et al., 2000; Chen et al., 2001; Kawakami et al., 2001; Brown et al.,
2004). Diante dessas possiveis anormalidades a consequéncia é a alteracdo no
risco de doencas malignas, seja conferindo uma protecao ou aumentando o risco
de desenvolver a doenca (Zing e Jones, 1997; Sharp e Little, 2004; Narayanan
et al., 2004).

A grande maioria dos estudos epidemioldgicos prévios foram
conduzidos predominantemente em populacdes asiaticas e caucasianas, e o papel
dos polimorfismos dos genoétipos do MTHFR A1298C, MTHFR C677T,
MTR A2756G, MTRR A66G e do TS 2R3R sao conflitantes com relacdo ao risco
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de ACRE (Chen et al., 1996; Ma et al., 1997; Ma et al., 1999; Park et al., 1999;
Slattery et al., 1999; lacopetta et al., 2001; Marsh et al., 2001; Ryan et al., 2001).
Padrdo de dieta e modo de vida, muito provavelmente, contribuem para a
variabilidade do risco de ACRE em inumeros estudos, porém o poder de impacto

destes fatores talvez n&o sejam os mais importantes.

A populacdo brasileira € caracterizada por uma forte miscigenacao
racial, ou seja, uma heterogeneidade peculiar a custa de imigrantes europeus,
africanos, asiaticos e indios americanos, motivo deveras interessante para a
investigacao de polimorfismos genémicos (Alves-Silva et al., 2000). O ACRE é a
segunda causa de 0Obito da regido Sudeste do Brasil, e nessa regiao em particular,
ha um baixo consumo diario de frutas e vegetais pela populacdo nativa e,
como consequéncia, uma deficiéncia de folato. Portanto, a ldgica cientifica
estabelece as bases para uma investigagdo mais aprofundada e detalhada se os
polimorfismos do metabolismo do acido félico desempenham algum papel na
susceptibilidade ao ACRE. Para tanto, o estudo foi desenhado para identificar a
frequéncia dos genoétipos do MTHFR A1298C, MTHFR C677T, MTR A2756G,
MTRR A66G e do TS 2R3R num grupo de 113 pacientes portadores de ACRE e
em 188 individuos sadios (grupo controle). Os sujeitos da pesquisa tinham como
residéncia fixa o estado de Sao Paulo, regidao na qual se tém evidéncias de uma
ingestao deficitaria de acido félico (Mattos e Martins, 2000).

Num primeiro momento, poder-se-ia inferir que a amostra de nosso
estudo ndo seria representativa em razao do numero de pacientes portadores de
ACRE estudados. Entretanto, varios estudos prévios foram realizados com um
namero limitado de pacientes, como o estudo de Le Marchand et al.
com 77 hawaianos, como o de Matsuo et al. com 142 japoneses, como o estudo
conduzido por Otani et al. com 106 japoneses, como o de Burcos et al.
com 120 pacientes romenos e o estudo de Park et al. com 200 pacientes coreanos
(Le Marchand et al., 2002; Matsuo et al., 2002; Otani et al., 2005; Burcos et al.,
2010). Com excecao do estudo populacional conduzido por Le Marchand et al.,

todos os demais foram baseados em série de casos controle recrutados em um
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centro hospitalar. Os estudos invariavelmente possuem um numero significativo
(via de regra, o dobro do numero de sujeitos de pesquisa) de individuos alocados
no grupo controle, permitindo considerar amostras aparentemente pequenas,
como representativas da populagdo em estudo, obviamente apds analise
estatistica adequada. As diferencas entre os resultados obtidos em diversos
estudos podem ter sido determinadas por diferencas étnicas, tamanho amostral e
padrao da dieta em populagdes distintas.

Inicialmente as frequéncias dos gendtipos MTHFR A1298C,
MTHFR C677T, MTR A2756G e do TS 2R3R foram similares em ambos os
grupos, sugerindo que esses polimorfismos ndo alteram o risco para ACRE em
nossa regidao. Resultado similar foi observado previamente pelo nosso grupo de
pesquisa (Lima et al., 2007), no estudo “The Fukuoka Colorectal Cancer Study”
(Yin et al., 2004) e recentemente por Férnandez-Peralta et al. (Férnandez-Peralta
et al., 2010) com relacdo ao gendtipo MTHFR A1298C. Da mesma forma,
os resultados dos estudos conduzidos por Férnandez-Peralta et al. e pelo nosso
grupo, quando da analise do gendtipo MTHFR C677T, nao foram diferentes de
nossos achados. Para os genoétipos MTR A2756G e TS 2R3R os resultados foram
semelhantes a quatro estudos prévios (lacopetta et al., 2001; Marsh et al., 2001;
Villafranca et al., 2001; Taioli et al., 2009).

Por outro lado, observamos estudos sugerindo que os alelos variantes
dos gendtipos MTHFR A1298C, MTHFR C677T e MTR A2756G conferem um
efeito protetor para o desenvolvimento de ACRE, enquanto que o risco estaria
aumentado naqueles pacientes carreadores de homozigotos variantes do genétipo
MTHFR A1298C nos estudos conduzidos por Oyama et al. e Curtin et al.
(Oyama et al., 2004; Curtin et al., 2007), e nos homozigotos variantes do gendétipo
MTHFR C677T, segundo os resultados observados pelos estudos de Ryan et al.,
Shannon et al. e Heijmans et al. (Ryan et al., 2001; Shannon et al., 2002;
Heijmans et al., 2003). Obviamente que essas diferencas geram hip6teses das
mais diversas possiveis, desde problemas imputados no que se refere ao
delineamento do estudo, no nimero de pacientes incluidos e até mesmo no estilo

de vida dos individuos.
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Entretanto, nos parece mais crivel atribuir parte dessas divergéncias
nos resultados em razao das diferencas de origem racial da populagéao estudada,
principalmente por encontrarmos diferentes frequéncias dos gendtipos estudados
nos controles dos estudos. Para exemplificar, a prevaléncia do genétipo CC do
polimorfismo MTHFR A1298C é de 7% a 12% para brancos americanos
(Robien e Ulrich, 2003), de 6% para brasileiros (Friedman et al., 1999), de 4% a
5% para hispanicos (Barber et al., 2000; Volcik et al., 2000; Peng et al., 2001),
de 2% a 4% para afro-americanos (Sharp et al., 2002), de 1% para hawaianos,
japoneses e chineses (Le Marchand et al., 2002; Robien e Ulrich, 2003),
de 4% a 12% para europeus, enquanto que para escoceses foi de 15% a 18%
(Sharp et al.,, 2002). Para o gendétipo TT do polimorfismo MTHFR C677T,
a prevaléncia € de 1% para negros americanos e populacdes da América do Sul,
de 20% para hispanicos americanos, colombianos e amerindios brasileiros,
12% para japoneses, enquanto que os brancos europeus e australianos possuem
de 8% a 20% de prevaléncia do genédtipo homozigoto variante. Além disso,
ha uma tendéncia de aumento da prevaléncia do gendétipo variante em europeus

do norte, quando comparados aos do sul (Botto e Yang, 2000).

Para o polimorfismo MTR A2756G a prevaléncia do gendtipo variante
GG em japoneses, chineses e coreanos varia de 2% a 3% (Van Der Put et al.,
1997; Ma et al., 1997; Zhang e Dai, 2001; Le Marchand et al., 2002), de 3% em
europeus, de 10% a 11% em canadenses, enquanto que em norte-americanos a
prevaléncia é de 1% a 5% (Human Genome Epidemiology Network, 2011).

No caso do polimorfismo MTRR A66G, a prevaléncia do gendétipo
variante GG em japoneses hawaianos e em hawaianos varia de 8% a 10%
(Wilson et al., 1999; Hobbs et al., 2000; Gaughan et al., 2001; Geisel et al,. 2001;
Ray et al., 2001; Hassold et al., 2001; O’Leary et al., 2002; Le Marchand et al.,
2002; Rady et al., 2002), enquanto que na maioria dos estudos a prevaléncia gira
em torno de 19% a 29%. Entretanto, em afro-americanos e em hispanicos a

prevaléncia do gendtipo homozigoto variante é de 42% e de 50% respectivamente.
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Com relacao ao polimorfismo TS 2R3R, a prevaléncia do genétipo
2R2R em brancos americanos e na populagado britanica variou de 19% a 23%
(Horie et al.,, 1995; Marsh et al., 1999; Marsh et al., 2000; Luo et al., 2002;
Trinh et al., 2002; Skibola et al., 2002; Ulrich et al., 2002; Chen et al., 2003)
e de 14% a 20% em africanos e em afro-americanos. Para o homozigoto variante
a prevaléncia em chineses é de 2% a 4%, enquanto que € de 10% em brancos
americanos (Ulrich et al., 2002).

Essa hip6tese € sustentada por uma elegante revisao realizada por
Sharp e Little, “Human Genome Epidemiology (HUGE)”, onde demonstra com
clareza de detalhes as diferencas observadas em varias populacbes de etnias
diferentes (Sharp e Little, 2004). Outro viés que deve ser levado em conta € o
modo de vida e o padrao de dieta de determinados paises, onde diferencas
consideraveis sao observadas (Van Staveren et al., 1982; Bingham, 1987;
Acevedo e Bressani, 1989; Sharp et al., 2008; El Awady et al., 2009).
Com olhar mais atento sobre a nossa populagao brasileira, identificamos uma alta
e complexa heterogeneidade racial, com a presenca de indios, europeus
(das mais diversas regides), africanos, asiaticos e, como consequéncia,
a miscigenacao (Alves-Silva et al., 2000). Além disso, ha fortes evidéncias de que
nossa populagédo nativa, e em especial da regido dos pacientes de nosso estudo
(regiao sudeste), se caracterizam por uma baixa ingesta de acido fdlico
(Mattos e Martins, 2000). Portanto, as justificativas descritas sustentam a
peculiaridade de nossos resultados, quais sejam; padrdo de dieta e raga,
elementos balisadores de um possivel conjunto de caracteristicas impares da
populacao brasileira. Essa hip6tese se torna mais robusta, teoricamente, quando
observamos e comparamos com os resultados de populacbées homogéneas e com
adequada ingesta de acido félico, particularmente em paises do hemisfério norte
(Bingham, 1987; Sharp et al., 2008).

Recentemente, uma meta-anadlise de 52 estudos englobando
24.896 pacientes e 33.862 controles foi realizada, e na estratificacao por raca se
observou que em populagbes europeias, o polimorfismo MTR A2756G confere
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protecdo para o desenvolvimento de ACRE (Yu et al., 2010). Esse dado é mais
uma evidéncia de que o fator raga se constitui como um elemento importante para
o risco de ACRE.

Com relacao ao gendtipo MTRR A66G, observamos que o homozigoto
variante 66GG foi mais comumente encontrado em pacientes portadores de ACRE
quando comparado ao grupo controle, a semelhanca de outros estudos publicados
(Le Marchand et al, 2002; Matsuo et al., 2002; Koushik et al., 2006).
Pacientes carreadores do gendétipo MTRR G66G tiveram um risco para
desenvolver ACRE de 1,99 vezes maior comparado com outras combinacdes do
gendtipo MTRR. Por outro lado, o alelo variante desse gendtipo nao conferiu
qualquer risco para o desenvolvimento de ACRE, como observado por outros
pesquisadores (Burcos et al., 2010; Wettergren et al., 2010).

Num segundo momento, avaliamos as associacoes entre 0s genotipos
estudados objetivando identificar uma possivel interacdo entre eles que
eventualmente possa conferir uma protecdo ou um risco aumentado no
desenvolvimento do ACRE. Importante frisar que ha praticamente um véacuo
académico nessa vertente de pesquisa, pois ndo encontramos estudos que se
ocupassem de analises de associac¢des de quatro ou mais genes. Obviamente que
a justificativa no nosso entendimento, salvo melhor juizo, se sustenta pela
complexidade estatistica das analises, pelos fatores de viés, pelo custo,
pelo importante numero de pacientes a serem estudados e, consequentemente,
com resultados e conclusdes dificeis de interpretar. No nosso caso, o numero de
sujeitos da pesquisa foi o fator limitante nessa avaliacdo, prejudicando as

conclusdes de algumas das analises.

A combinacdo do MTHFR 1298AC+CC mais MTHFR 677CT+TT,
a associacdo do MTHFR 677CT+TT mais MTR 2756AG+GG,
a do MTHFR 1298AC+CC mais MTHFR 677CT+TT mais MTR 2756AG+GG e a
combinacdo do MTHFR 1298AC+CC mais MTHFR 677CT+TT mais

MTRR 66AG+GG foi mais frequentemente observada em pacientes portadores de
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ACRE do que os controles do estudo. Além disso, essas associa¢des descritas
também foram associadas com risco aumentado para ACRE, com 3,26, 2,22,
10,92 e 14,88 vezes, respectivamente. A associacdo MTHFR 677CT+TT mais
MTR 2756AG+GG néo influenciou o risco de desenvolvimento do ACRE em
trés estudos publicados (Le Marchand et al., 2002; Matsuo et al., 2002; Ulvik et al.,
2004), enquanto que a associacdo dos genétipos MTHFR 1298AC+CC mais
MTHFR 677CT+TT foi associado com risco aumentado em um estudo egipcio
(El Awady et al.,, 2009), enquanto que Keku et al. encontraram resultados
contraditérios (Keku et al., 2002). Este é o primeiro estudo que avalia essas
associagdes como fator de susceptibilidade para o ACRE na populagéo brasileira.
Mais uma vez, diferencas observadas nas combinagbes avaliadas em nosso
estudo comparadas com algumas associacdes previamente estudadas podem ser
resultado da raca dos individuos que participaram do estudo, do modo de vida e
do padrao dietético (Slattery et al., 1999; Toffoli et al., 2003; Curtin et al., 2004;
Narayanam et al., 2004; Wang et al., 2006).

Avancando ainda mais, estratificamos os pacientes pelo local do tumor
primario; célon ou reto. Observamos que o genétipo MTHFR 1298AC+CC ou em
combinacao com o gendtipo MTRR 66AG+GG foi associado com cancer retal,
enquanto que o gendtipo MTHFR 677CT+TT ou em combinagcdo com o gendtipo
TS 2R3R+3R3R foi associado preferencialmente com tumores proximais (célon).
Além disso, identificamos o genétipo MTR 2756AG+GG mais frequentemente
associado com tumores indiferenciados e o genotipo MTHFR 677CT+TT
com tumores avancgados (estadios Il e 1V) a semelhanca dos achados obtidos
pelo estudo de Haghighi et al. (Haghighi et al., 2008).

Os genétipos MTHFR 1298AC+CC (Yin et al., 2004) e
MTHFR 677CT+TT (Cao et al.,, 2008) foram previamente relatados por estarem
associados com cancer de cdélon, enquanto que resultados divergentes foram
observados em outros estudos (Slattery et al., 1999; Keku et al.,, 2002;
Toffoli et al., 2003,). O “The Fukuoka Colorectal Cancer Study’ demonstra que o
homozigoto variante do polimorfismo MTHFR C677T é fator protetor para cancer
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retal e o homozigoto selvagem do polimorfismo MTHFR A1298C foi associado
com risco para cancer retal (Yin et al., 2004).

Dados semelhantes foram observados em tumores avangados com o
genodtipo MTHFR 677CT+TT (Haghighi et al., 2008) bem como a maior frequéncia
desse em pacientes da nossa casuistica com idade menor que 50 anos,
corroborado também por estudos prévios (Ma et al., 1997; Shannon et al., 2002;
Lima et al., 2007).

Essas informacdes sugerem que esses gendtipos possam alterar as
caracteristicas clinicas dos pacientes e padrdes biolégicos do ACRE no universo
estudado.

As observagdes e resultados encontrados em nosso estudo
demonstraram que os polimorfismos dos genes MTHFR, MTR, MTRR e TS
quando isolados ou em combinagdo estiveram associados com risco aumentado
para o desenvolvimento de ACRE. De fato, as enzimas MTHFR, MTR e MTRR
sdo essenciais para o processo de metilacdo no tecido colbénico (Blount et al.,
1997; Toyota et al., 1999). Os alelos variantes afetam as atividades enzimaticas
com consequente menor producao de grupos metil e risco aumentado de ACRE
(Sharp e Little, 2004).

A enzima timidilato sintase € fundamental para a sintese e reparacao de
DNA, e seu alelo variante (3R) € o responsavel pela atividade enzimatica, apesar
do alelo selvagem (2R) também afetar a atividade enzimatica (Kawakami et al.,
2001; Brown et al., 2004).

A deficiéncia de folato observada em nossos sujeitos de pesquisa pode
afetar as atividades enzimaticas responsaveis pela reparacao, sintese e metilacao
do DNA. Em principio, dois mecanismos sao considerados para justificar o modo
pelo qual a deficiéncia de folatos pode afetar o risco de malignizacao;
por hipometilacdo do DNA e ativacdo de proto-oncogene ou induzindo uma falsa
incorporagdo do uracil durante a sintese de DNA determinando uma reparagéo
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catastrofica, quebra do DNA e dano cromossomal (Zing e Jones, 1997;
Blount et al., 1997; Brown et al., 2000). Acredita-se que os alelos variantes dos
genes MTHFR, MTR, MTRR e TS envolvidos na producdo de enzimas
dependentes de folatos possa estar associado com risco aumentado de ACRE no
Brasil por ativacdo de qualquer proto-oncogene envolvido na origem da doenca
por hipometilacdo do DNA e por anormalidades em sua sintese e reparacao.

Evidentemente que h& a necessidade de se conduzir estudos
prospectivos  robustos objetivando avaliar as interacbes gene-gene,
gene-fatores ambientais dos polimorfismos envolvidos no metabolismo de &cido

félico na susceptibilidade do cancer, em especial o ACRE, na populagéo brasileira.

Se confirmados os resultados, podemos identificar grupos de individuos
com alto risco para a ocorréncia de ACRE, que podem se beneficiar de programas

de prevencao ou de diagndstico precoce da doenca.
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6- CONCLUSAO
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- O polimorfismo MTRR A66G isolado alterou o risco para ACRE em nossa

amostra.

- O gendtipo GG do polimorfismo MTRR A66G isolado alterou o risco de ACRE em
Afro-Brasileiros de nossa amostra.

- Os polimorfismos MTHFR A1298C, MTHFR C677T, MTR A2756G, MTRR A66G
e TS 2R3R, quando associados, alteraram o risco para ACRE em nossa

amostra.

- Os polimorfismos MTHFR C677T e MTR A2756G, quando isolados, alteraram o
risco de ocorréncia do tumor em idade precoce (menor do que 50 anos) em

nossa amostra.

- Os polimorfismos MTHFR A1298C e MTHFR C677T, quando isolados, alteraram
o risco de céancer de reto e o risco de cancer de célon, respectivamente em

nossa amostra.

- Os polimorfismos MTHFR A1298C e MTRR A66G, quando associados, alteraram

o risco de cancer de reto em nossa amostra.

- Os polimorfismos MTHFR C677T e TS 2R3R, quando associados, alteraram o

risco de cancer de colon em nossa amostra.
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- O polimorfismo MTR A2756G isolado alterou o risco do ACRE indiferenciado em

nossa amostra.

- O polimorfismo MTHFR C677T isolado alterou o risco do ACRE avancado em

nossa amostra.

Estudos prospectivos mais robustos, avaliando as interacdes
gene-gene e gene-modo de vida devem ser conduzidos para verificar os papéis

dos referidos polimorfismos génicos no risco de CCR em nosso pais.
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CRITERIOS DE CLASSIFICAGCAO DO SISTEMA DE ESTADIAMENTO TNM
PARA O CANCER COLORRETAL

T Tumor primario

Tx O tumor primario ndo pode ser avaliado

pTO0 | Nao ha evidéncia de tumor primario

pTis | Ca “in situ™ intra-epitelial ou invasdo da Iamina propria

pT1 | Tumor que invade a submucosa

pT2 | Tumor que invade a muscular prépria

pT3 | Tumor que invade a serosa ou os tecidos pericélicos ou perirretais

nao peritonizados.

pT4 | Tumor que invade diretamente outros 6rgdos ou estruturas e/ou

que perfura o peritdnio visceral

N Linfonodos regionais

Nx Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO | Auséncia de metastase em linfonodos regionais

N1 Metastase em 1 a 3 linfonodos regionais

N2 | Metdstase em 4 ou mais linfonodos regionais

M Metastases a distancia

Mx | A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Metastase a distancia
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GRUPOS DE ESTADIAMENTO E CARACTERISTICAS TNM DO

CANCER COLORRETAL

Estagio Descricao
ECO Tis NO MO
ECI T1, T2 NO MO
ECIIA T3 NO MO
ECIIB T4 NO MO
ECIIIA T1, T2 N1 MO
EC llIB T3, T4 N1 MO
EC IIIC Qualquer T N2 MO
ECIV Qualquer T Qualquer N M1
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CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DO CCR BASEADA NA NORMATIZAGCAO DA
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (OMS)

Adenocarcinoma

Adenocarcinoma mucinoso

Adenocarcinoma de células em anel de sinete

Tumores Epiteliais Carcinoma de células escamosas

Carcinoma adenoescamoso

Carcinoma indiferenciado

Carcinoma inclassificavel

Argentafin

Tumores Carcindides N&o argentafin

Misto

Tumores Nao o
. Leiomiossarcoma
Epiteliais

Outros

Neoplasias Linfoides e
Hematopoiéticas

Inclassificavel
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DISTRIBUICAO DOS 113 PACIENTES COM ADENOCARCINOMA

COLORRETAL ESPORADICO, DE ACORDO COM A IDADE, SEXO, RACA,
LOCAL DO TUMOR, ESTADIAMENTO (TNM), GRAU DE DIFERENCIACAO E
OS GENOTIPOS MTHFR A1298C, MTHFR C677T, MTR A2756G,
MTRR A66G e TS 2R3R

Pcte. | Idade | Sexo | Raca | Local | TNM | Gr. MTHFR|MTHFR) MTR | MTRR TS

A1298C | C677T | A2756G | A66G | 2R3R

1 61 F N S v |1l AC CC AA GG |2R3R
2 72 M C R v | I AA CT AA GG |3R3R
3 74 M C S m |1 AA CT AA AG |3R3R
4 41 F C C v |1l AC CT AG AG |2R3R
5 81 M C R I I AA CT AG AA |2R3R
6 46 F C T m AC CT AG AG |2R2R
7 47 F C S Il Il AA CT AA AA | 3R3R
8 76 F C S v |1l AA TT AA AG |2R2R
9 67 F C R Il Il AA CC AA GG |3R3R
10 51 F N R Il I AC CT AA GG |2R3R
11 80 M C R | AC CcC AA AG |2R3R
12 68 F C A Il I AA TT AA AG |2R3R
13 46 F C S [l Il AA TT AA GG |2R2R
14 66 F C R m AA CT AA AG |2R3R
15 53 F C S I Il AA CC AA AG |2R3R
16 47 M C R Il I AC CT AA AG |2R3R
17 33 M C A m AA TT AA AA |2R3R
18 64 M C R Il Il CC CC AA AA | 2R3R
19 51 F C S I I AA CT AG AG |3R3R
20 40 F C R [l Il AC CT AA AG |2R2R
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Pcte. | Idade | Sexo | Raca | Local | TNM | Gr. MTHFR| MTHFR) MTR | MTRR| TS

A1298C | C677T | A2756G | A66G | 2R3R
21 59 M C R Il Il AA TT AA GG |2R3R
22 80 M C S I I AA TT AG GG |2R2R
23 54 F C S v I AA CT AA AG |3R3R
24 64 M C R | AC CcC AG AG |3R3R
25 70 F C A | AA CT AA AG |2R2R
26 83 M C R v | AA CC AA AG |2R2R
27 73 M C R I I AC CcC AG GG |2R3R
28 59 M C C Il I AC CcC GG AG |2R3R
29 55 F C R I I AC CC AA AA | 3R3R
30 57 M C S m AA CT AG GG |2R2R
31 24 F C R 1 Il AA CT AG AG |2R3R
32 55 F C R I I AC CcC AG AG |2R2R
33 68 M C R | AC CC AA AG |2R3R
34 46 M C A | AC CC AA GG |3R3R
35 70 M C D Il I AC CC AA AG |3R3R
36 48 M C S m |1 AA CT AA AA |2R3R
37 70 F C S Il I AA CT AA AA | 2R3R
38 45 M C R m |1 AA CT AG AA |3R3R
39 76 F C R m AC CT AA AG |2R3R
40 59 F N R I I AC CT AA AG |2R3R
41 49 M C R m |1 AC CT AA AG |2R3R
42 35 M C A v |1l AC CT AG AA | 2R3R
43 50 M C A I [l AA CC AA AG |3R3R
44 55 F C R | CC CcC AA AG |3R3R
45 55 M C R Il Il AA CT AA AA | 2R3R
46 58 M C R I Il AC CC AA AG |2R2R
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Pcte. | Idade | Sexo | Raca | Local | TNM | Gr. MTHFR| MTHFR) MTR | MTRR| TS

A1298C | C677T | A2756G | A66G | 2R3R
47 54 F C R I Il AC CC AA AG |3R3R
48 69 F C R m AC CC AA AA |2R3R
49 68 M C A ! Il AC CT AA AA | 2R2R
50 75 F C R | AA CcC AG GG |2R2R
51 67 F C C v |1l AA CT AA AA |2R3R
52 57 F C A [l Il AA CT AA AG |2R3R
53 71 F C S v |1l AA TT AA GG |3R3R
54 40 F C R | AA CT GG GG |2R3R
55 50 F C D n CC CC AA AA |3R3R
56 51 M C A | AA CT AG AA |2R3R
57 36 M C D " m AA CT AG GG |3R3R
58 29 F C R [l Il AA TT GG AA | 2R2R
59 47 M C R | AA CC AG AG |2R2R
60 41 F C A v |1l AC CT AG GG |2R2R
61 52 F C R Il [l AC CT AG AA | 3R3R
62 60 F N R I I AA CT AG AG |2R3R
63 74 F C S I Il AA TT AA AG |3R3R
64 56 M C C v |1l AA CcC AA AG |3R3R
65 65 F C S v |1l AA CT AA AG |2R2R
66 59 M C R Il Il AA CC AA AG |2R3R
67 50 F C R I I AC CT AA GG |2R2R
68 61 F C R | AA CC GG GG |2R3R
69 69 M C S v |1l AA CT AA GG |2R2R
70 60 M C D 1l Il AA CT AA AG |2R2R
71 66 M C R I I CC CcC AA GG |2R3R
72 71 M C R | AA CT AA AG |2R3R
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Pcte. |ldade | Sexo | Raca | Local | TNM | Gr. WTHFR|MTHFR| MTR | MTRR| TS

A1298C | C677T | A2756G | A66G | 2R3R
73 42 F C A | AA CcC AA AG |2R3R
74 60 M C R v |1l AA CcC AG AG |2R3R
75 49 M N T " m AC CT GG GG |2R3R
76 72 M C S [l Il AA CC AA AA | 2R3R
77 83 F N R v |1l AA CT AA GG |2R2R
78 61 F C R | AA CcC AA AG |2R3R
79 44 M C A m | AA CT AA AG |2R2R
80 67 M N R Il Il AA CC AA GG |2R3R
81 41 F C R [l I AA TT AG GG |2R3R
82 74 M C R I I AA TT AA GG |3R3R
83 79 M C D I I AA CT AA GG |2R3R
84 56 M C R Il Il AA CT AA GG |2R2R
85 48 M C S Il I CC CC AA GG |3R3R
86 68 M C S v | I AA CT AG AG |2R2R
87 39 M C D | AA CT AA AG |3R3R
88 64 M C A m AA CC AA AG |2R3R
89 74 M C R 11 I AA CC AA GG |2R2R
920 66 F C C v |1l AA CT AA AG |2R3R
91 51 M C R | m AC CcC AG AA |2R3R
92 65 M C R | AC CT AA AG |2R2R
93 58 M C S | AA CT AA AA |3R3R
94 72 F C R I I AC CC AA AG |2R2R
95 44 F C R v |1l AC CC AA AG |2R3R
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Pcte. |ldade | Sexo | Raca | Local | TNM | Gr. WTHFR|MTHFR| MTR | MTRR| TS

A1298C | C677T | A2756G | A66G | 2R3R
96 57 F C R | AC CT AA AG |2R3R
97 54 F N R | CC CC AA AA |3R3R
98 58 F N R [l Il AC CC AA AA | 2R3R
99 66 F C C Il [l AA CC AA AG |3R3R
100 | 50 M N R m AA CcC AA GG |2R2R
101 | 77 F C S | AC CcC AA AG |2R3R
102 | 41 M C T I I AC CC AA AA |2R3R
103 | 76 M C S 1 I CC CC AA AG |2R2R
104 | 75 F C R I Il AA TT AA AG |3R3R
105 | 50 F C R m AC CcC AA AA |3R3R
106 | 55 M C S v | I AA TT AA AA |2R3R
107 | 54 F N S I Il AA CT AA GG |3R3R
108 | 63 M C R v |1 AC CT AA GG |3R3R
109 | 82 M C C [l I AA TT AG AA | 2R3R
110 | 51 M C R m |1 AA TT AA AG |3R3R
111 | 82 M N R | CC CcC AG AG |2R3R
112 | 73 M C R Il I AC CC AA AG |3R3R
113 | 63 M C A Il Il AA CC AG GG |2R3R

F: feminino; M: masculino; C: caucasiano; N: negréide (Afro-Brasileiro)
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DISTRIBUICAO DOS 188 DOADORES DE SANGUE, QUE SERVIRAM COMO
CONTROLES, DE ACORDO COM A IDADE, O SEXO, A RACA E OS
GENOTIPOS MTHFR A1298C, MTHFR C677T, MTR A2756G,

MTRR A66G e TS 2R3R

Controle | Idade | Sexo | Raca MTHFR | MTHFR| MTR -\ MTRR s

A1298C | C677T | A2756G | A66G 2R3R

1 57 F C AA CC AA AG 3R3R
2 51 M C AA CT AA AG 3R3R
3 54 M N AA CT AG AG 3R3R
4 57 F C AC CC AG AG 2R3R
5 51 F C CC CC GG AA 2R2R
6 59 M N AC CC GG AA 3R3R
7 55 M C AA CT AA AG 2R3R
8 50 F C AA CT AA AA 2R3R
9 57 M C AA CT AA AG 3R3R
10 54 M C AA TT AA AG 3R3R
11 54 M C AA CC AA AG 2R2R
12 52 M C AA CT AA AG 2R3R
13 59 M C CC CcC AG AG 2R2R
14 53 F C AC CcC AG AG 2R2R
15 52 M C AC CC GG GG 2R3R
16 53 M C AA CC AG AG 2R2R
17 51 M N AC CC AG AA 2R3R
18 52 F C AA CC AA AA 2R3R
19 57 M C AA CC AA AG 2R3R
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Controle | Idade | Sexo | Raca WTHFR | MTHFR| MTR | MTRR TS

A1298C | C677T | A2756G | A66G 2R3R
20 53 M C AC CC AA AG 3R3R
21 56 M N AA CC AA AG 3R3R
22 55 M C AC CcC AA AA 2R2R
23 50 M C AC CC AA AA 2R3R
24 51 F C AA CT AA AA 2R3R
25 56 M C AC CC AG AA 2R3R
26 50 M C AA CT AG AA 3R3R
27 57 F N AA CcC AA AA 3R3R
28 58 M C AA CT AA AA 2R3R
29 53 M C AA CT AA AG 2R3R
30 57 M C AA CT AA AG 2R2R
31 55 M C AA TT AA AG 2R3R
32 50 M N AA CT AG AA 3R3R
33 56 M C AA CC GG AA 2R2R
34 56 M C AA CC AA AG 3R3R
35 51 M C AA CC AA AG 3R3R
36 51 M C AA CcC AA AG 2R3R
37 50 M N AA CcC AA AA 3R3R
38 58 F C AA CT AA AG 2R3R
39 52 M C AA CT AA AG 3R3R
40 50 M C CC CC AA AG 2R2R
41 55 M C AA CC AA AG 2R2R
42 57 F C AC CT AA GG 3R3R
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Controle | Idade | Sexo | Raca WTHFR | MTHFR| MTR | MTRR TS

A1298C | C677T | A2756G | A66G 2R3R
43 53 M C AA CC AA AG 3R3R
44 55 M C AC CT AA GG 3R3R
45 52 F C AC CT AA AA 2R3R
46 52 M C AA CcC AA AA 3R3R
47 51 M C AA CT AA AA 2R3R
48 55 M C AA CT AA AA 2R3R
49 53 M C AA CT AA GG 2R3R
50 51 M C AA CC AA AA 2R3R
51 56 F C AA CT AA AA 2R3R
52 56 F C AA TT AA AA 2R3R
53 52 F C CcC CC AA AG 2R3R
54 50 M N AA TT AA AA 3R3R
55 58 M C AC CT AA AG 3R3R
56 53 M N AA TT AG GG 2R3R
57 52 M C AA CT AA AG 2R2R
58 56 F C AC CcC AG AG 3R3R
59 56 M C AA TT AA AA 2R2R
60 51 M C AA TT AG AG 2R3R
61 55 M C AA CC AA AG 2R2R
62 56 M C AC CT AG AG 2R3R
63 51 F C CC CC AG AG 2R2R
64 50 F N AC CT AA AG 2R3R
65 50 M C AC CC AA AG 2R3R
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Controle | Idade | Sexo | Raca WTHFR | MTHFR| MTR | MTRR TS

A1298C | C677T | A2756G | A66G 2R3R
66 55 M C AC CC AA AG 2R2R
67 59 M C AC CcC AA AA 2R3R
68 58 M N AA CT AA AG 2R2R
69 50 M N AA TT AA AG 3R3R
70 51 M N AC CT AA AG 2R3R
71 53 M N AC CC AA AG 2R2R
72 55 M C AC CC AA AA 3R3R
73 56 M C AA CC AG AA 3R3R
74 52 M C AA CT AA AG 2R3R
75 58 M C AA CT AA GG 2R2R
76 50 M C AA CT AA AG 2R2R
77 50 F C AA CT AA AA 2R3R
78 50 M C AA CC AA AG 2R3R
79 51 M N AA CT AA AG 3R3R
80 52 M C AA CcC AA GG 2R3R
81 57 M C AA CC AA AG 2R3R
82 56 M C AA CcC AA GG 2R3R
83 52 M N AA CT AA AA 3R3R
84 56 M C AA CT GG AG 2R3R
85 57 M C AA CC AA AG 3R3R
86 51 M C AA CC AA AG 3R3R
87 56 M C AA CT AA GG 3R3R
88 51 M C CcC CC AA GG 3R3R
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Controle | Idade | Sexo | Raca WTHFR | MTHFR| MTR | MTRR TS

A1298C | C677T | A2756G | A66G 2R3R
89 50 M C AA CC AA AG 2R3R
90 50 M C AA CT AA AG 3R3R
91 50 M C AA CcC AA AG 3R3R
92 59 F C AC CT AG AG 2R3R
93 51 F N AA CT AA AG 2R3R
94 58 M C AC CT AA AG 2R3R
95 56 M C AC CT AG AG 2R3R
96 49 F C CcC CC AA AG 3R3R
97 58 M C AA CT AA AG 3R3R
98 51 M C AA CT AA AA 3R3R
99 50 M N AC CcC AA GG 2R3R
100 60 M C AA TT AA AA 2R2R
101 51 M C AA TT AA AA 2R3R
102 50 M C AA CT GG GG 2R2R
103 56 M C AC CC AA GG 2R2R
104 52 M C AA TT AA AA 3R3R
105 50 M C AA CC AA AA 2R3R
106 50 M C AC CT AA AG 3R3R
107 52 M N CC CcC AG GG 3R3R
108 59 M C AA TT AA AG 2R3R
109 54 M C AC CT AA AA 2R3R
110 51 F C AC CC AA AA 3R3R
111 55 M N AC CcC AG GG 3R3R
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Controle | Idade | Sexo | Raca WTHFR | MTHFR| MTR | MTRR TS

A1298C | C677T | A2756G | A66G 2R3R
112 54 M C AC CcC AA AG 2R2R
113 50 M C AA CT AA AG 2R3R
114 51 M C AC CT AA AG 3R3R
115 54 F C AC CT AA AG 2R2R
116 60 M N AC CC AG AG 2R3R
117 51 M C AA CT AA GG 3R3R
118 55 M C AA CT AA AA 2R3R
119 52 M N AA CcC AG AG 2R3R
120 55 M C AC CcC AA AG 2R2R
121 53 F C AA CcC AA AG 2R3R
122 54 F C AC CcC AG AG 3R3R
123 53 M C AA CC AA AG 2R2R
124 53 M C AA CT AA GG 3R3R
125 50 M C AA CT AA AG 3R3R
126 52 M C AC CcC AA AG 3R3R
127 59 M C AA CT AA AG 3R3R
128 54 M C AA CC AA AG 2R2R
129 51 M C AA CT AG AG 3R3R
130 51 M C AC CC AA GG 2R3R
131 58 M C AC CcC AA AG 3R3R
132 52 M C AA CT AA AG 3R3R
133 58 F C AA CC AA AG 2R2R
134 55 M C AA CC AA AG 2R3R
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Controle | Idade | Sexo | Raca WTHFR | MTHFR| MTR | MTRR TS

A1298C | C677T | A2756G | A66G 2R3R
135 58 F C AA CC AA AA 3R3R
136 55 M C AC CC AG GG 3R3R
137 56 M C AA CT AA GG 2R3R
138 55 M N AA CcC AA AG 2R3R
139 52 M C AA CT AA GG 3R3R
140 54 F C CC CC AA AA 2R3R
141 56 F C AA TT AG AA 3R3R
142 57 F C AA TT AG AA 2R2R
143 53 F C AA CT AA AG 3R3R
144 54 F N AC CC AA AA 3R3R
145 52 M C AA cC AA GG 2R2R
146 54 F C AA TT AG AA 3R3R
147 52 M C AA CC AA GG 2R3R
148 55 M N AC CC GG GG 3R3R
149 50 M C AA CT AA AG 2R3R
150 59 M C AA CT AA AG 2R2R
151 51 M C AA CT AA AG 3R3R
152 53 F C AA CcC AA AA 2R3R
153 59 M C AA CT AG GG 2R2R
154 50 F C AA CC AG AA 3R3R
155 55 F C AA CC AG AA 2R3R
156 52 F C AA CC AG GG 2R3R
157 55 F C AA CT AG AG 2R3R
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Controle | Idade | Sexo | Raca WTHFR | MTHFR| MTR | MTRR TS

A1298C | C677T | A2756G | A66G 2R3R
158 56 F C AA CT AG GG 2R2R
159 54 F C AA CC AG AG 2R3R
160 60 M C AA CC AA AG 2R3R
161 54 F C AA CT AA AG 2R2R
162 58 F C AA CT AG AA 2R2R
163 53 F C AA CC AA AA 3R3R
164 53 F C AA CT AA AG 3R3R
165 51 F N AC CT AA AG 2R3R
166 56 F C AC CT AA GG 2R3R
167 52 F C CcC CC AA GG 2R3R
168 58 F C AA CT AA AG 2R3R
169 53 F C AA CT AA AA 3R3R
170 55 M C AA CT AA GG 3R3R
171 50 F C AA TT AA AA 2R3R
172 50 F C AA CT AA AG 2R3R
173 55 F C AC CC AA AG 2R3R
174 53 F C CC CcC AA AG 2R3R
175 58 F C AC CcC AA AG 3R3R
176 51 F C AA CT AG AG 2R3R
177 53 F C AA CT AA AA 3R3R
178 53 F C AA CT AG AG 3R3R
179 55 F C AA TT AA AG 2R2R
180 56 F C AA CT AA AA 3R3R
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Controle | Idade | Sexo | Raca WTHFR | MTHFR| MTR | MTRR TS

A1298C | C677T | A2756G | A66G 2R3R
181 57 F C AA CT AA AG 2R3R
182 51 F C CcC CC AA AG 3R3R
183 55 F C AC CC AA AG 2R3R
184 51 F C AC CC AA GG 2R3R
185 54 F C AA CT AA GG 2R3R
186 59 F C AA CC AA AA 2R3R
187 56 F N AA CC AA GG 2R2R
188 53 F C AA CC AA AG 2R2R

F: feminino; M: masculino; C: caucasiano; N: negréide (Afro-Brasileiro)
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Abstract This pilot study has compared the polymorphic
genotype frequencies of methylenetetrahydrofolate reduc-
tase (MTHFR A1298C and C677T), methionine synthase
(MTR A2756G), methionine synthase reductase (MIRR
A66G), and thymidylate synthase (75 2R/3R) in 113
patients with sporadic colorectal adenocarcinoma (SCA)
and 188 healthy blood donors, used as matched controls.
The aim was to assess the role of these genotypes in the
mcreased risk of SCA among the southeastern Brazilian
population. Carriers of genotype MTRR 66GG, or the
combined variants MTHFR 1298AC+CC plus 677CT+TT,
ot MTHFR 6TTCT+TT plus MTR 2756AG+GG, or MTHFR
12908AC+CC plus 677CT+TT plus MTR 2756 AG+GG, or
yet, MTHFR 1298AC+CC plus 677CT+TT plus MTRR
66AGHGG, respectively, showed an increased risk of the
order of 1.99-, 3.26-, 2.22-, 10.92-, and 14.88-fold of
developing SCA when compared with carriers of the other
studied polymorphic genotypes, whether in isolation or in
combmmation. In addition, individuals with the MTHFR
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677CT+TT or the MTR 2756AG+GG genotypes had a
2.12- and a 1.42-fold increased risks of SCA onset before
50 years of age. Aftrican-Brazilians with the MTRR 66GG
genotype had a 1.98-fold increased risk of SCA while
individuals with the MTR 2756 AG+GG and the MTHFR
67TCT+TT genotypes showed a 2.11- and a 1.62-fold
increased risk of undifferentiated and advanced tumors at
diagnosis, respectively, Carriers of genotype MTHIFR
1298AC+CC or MTHFR 1298AC+CC plus MTRR
66AG+GG had a 1.42- and a 3.07-fold increased risk of
rectal tumotr, respectively. Additionally, carriers of
MTHFR 677CT+TT or MTHFR 677CT+TT plus 75 2R/
3R+3R/3R had a 1.55- and a 5.39-fold increased risk for
colon tumor, respectively, in comparison with carriers of the
wild genotypes. These data suggest that all polymorphisms
coding for folate and methionine-dependent enzymes, partic-
ularly when present in combination with other polymor-
phisms, have consistent roles in the increased risk of SCA
among the southeastern population of Brazl.

Keywords Sporadic colorectal cancer- Gene
polymorphism - Colorectal cancer risk - Folate - Methionine

Introduction

According to the estimates of the National Cancer Institute
of the Ministry of Health of Brazil, it was expected 28,000
new cases of coloreetal eancer in the year of 2010 in Brazil
(13,310 new cases in men and 14,800 in women). These
numbers correspond to an estimated risk of 14 new cases
per 100,000 men and 15 per 100,000 women. The southern
and southeastern regions are those with the highest yearly
incidence of colorectal cancer (19 new cases per 100,000
men and 21 per 100,000 women) and with the highest
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mortality rates associated with colorectal cancer (6.28/
100,000 women and 7.04/100,000 men) [1].

Folate and methionine metabolism plays essential
roles in DNA synthesis, repair, and methylation, and it
is widely accepted that abnormalities in these processes
are implicated in carcinogenesis of colorectal cancer [2,
3]. The methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) is
involved in DNA methylation and manipulates the levels
of folate, one of the methyl group donors [4]. The
MTHFR occupies a pivotal position, catalyzing the
irreversible conversion of 5,10-methylene-THF to 5-
methyl-THF. The 5-methyl-THF is the methyl group
donor for the remethylation of homocysteine to methio-
nine, which is catalyzed by the methionine synthase
(MTR) in a reaction dependent on vitamin B12 as an
intermediate methyl carrier [5]. The MTR may become
inactive due to oxidation of vitamin B12 cofactor, and the
restoration of MTR activity is dependent on reductive
remethylation of vitamin B12 by the methionine synthase
reductase (MTRR) [6]. The MTHFR substrate, 5,10-
methylene-THF, is used by the thymidylate synthase
(TS) in the methylation of dUMP to dTMP, which is the
source of thymidine required for DNA synthesis and
repair [7] (Fig. 1).

Polymorphisms in genes involved in these metabolic
pathways have been seen with a variable prevalence in

SAH
S-methy| THF
~

DNA <—— SAM Homocysteine

Methylation
MTR /B12

MTHFR

Protein synthesis Methionine MTRR
Folic Acid > DHF > T:{F}\ > 5,10-methylencTHF
Purine synthesis 10-formyl THF
Thymidylate synthase
DNA € dTMP <« dump
Synthesis

Fig. 1 Folate, methionine, and homocysteine metabolism. MTHFR
methylenetetrahydrofolate reductase, THF tetrahydrofolic acid, MTR
methionine synthase, MTRR methionine synthase reductase, DHF
dihydrotetrafolic acid, SAM S-adenosylmethionine, SAH S-adenosyl-
homocysteine, B12 vitamin B12
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different ethnic populations and geographic areas [3].
Distinet activities of the enzymes encoded by the wild
and variant alleles of these genes, with possible abnormal-
ities in DNA synthesis, repair, or methylation and altered
risk for malignancies, have also been reported [3, 8, 9]. The
previous epidemiological studies, conducted predominantly
in Caucasian and Asian populations, are conflicting
regarding the roles of the variants MTHFR, MTR, MTRR,
and the 7S polymorphisms in the risk for sporadic
colorectal adenocarcinoma (SCA). Race, lifestyle, and diet
may have introduced variables in the studies of genetic
susceptibility to disease.

The Brazilian population is highly heterogeneous, con-
sisting of indigenous Amerindians and immigrants from
Europe, Africa, and Asia [10]. In addition, colorectal cancer
is the second most common cause of death in southeastern
Brazil [11]. A diet poor in vegetables and fruits has been
reported in that region, thus suggesting a folate deficiency
in the local population [12]. Therefore, it seemed important
the genotyping of SCA patients and controls from such
mixed population living in an area with decreased folate
intake. Moreover, it was important to find out whether the
MTHFR C677T and A1298C, the MTR A2756G, the MTRR
A66G, and the TS 2R/3R polymorphisms actually altered
the risk for SCA in such population.

Material and methods
Patients and controls

The case group was comprised of 113 consecutive SCA
patients (60 men, 53 women; mean age=SD, 59=13 years;
101 Caucasians, 12 African-Brazilians) seen at the Clinical
Oncology Service of the University Hospital (Faculty of
Medical Sciences, State University of Campinas, Sdo
Paulo, Brazil) from March 1992 to July 2003. Patients
with ulcerative colitis and Chron’s discase, adenomatous
polyposis, or with a family history of colorectal cancer were
excluded from the study. The tumor diagnosis and the
differentiation grade of the tumor were established by
histological evaluation of tumor fragments using criteria
according to World Health Organization [13].

The tumor location was obtained from the surgical
records, and the tumor—node-metastasis was also applied
in study. The control group consisted of 188 blood donors
(121 males, 67 females; mean age+SD, 54+3 years; 161
Caucasians, 27 African-Brazilians) from the same Univer-
sity Hospital during the same period of the study, in order
to provide a representative group of the general population
in this region. The study was approved by the local ethical
review board, in accordance with the tenets of the Helsinki
Declaration.

Apéndice 5

194



Tumor Biol. (2011} 32:853-861

855

Polymorphisms selection and analysis

Genomic DNA from the blood of patients and controls was
analyzed by polymerase chain reaction (PCR) and by
restriction fragment length polymorphism assays for identifi-
cation of variants MTHFR A1298C (rs1801131), the MTHFR
C6TTT (rs1801133), the MTR A2756G (rs1805087), and the
MTRR A66G (1s1801394) as previously described [14-17].
The polymorphism involving the tandem-repeat sequences in
the 5-terminal of the regulatory region of the 7S gene was
detected by the PCR variable number of tandem repeats
(PCR-VNTR; rs34743033), in accordance with a previously
deseribed technique [7].

Statistical analysis

Hardy—Weinberg equilibrium was tested with the y*
statistics for the goodness of fit. Univariate and multivariate
analyses were used to obtain odds ratio (OR), age, gender,
and ethnic origin-adjusted ORs and 93% confidence
mterval (CI) for the associations with SCA. The statistical
significance of differences in age, gender, ethnic origin,
differentiation grade, location, and tumor stage in patients
stratified by the MTHFR, the MTR, the MTRR, and the TS
genotypes was calculated by the chi-square or Fischer exact
test. Factors with p<0.05 were considered significant. All
analyses were performed using the statistical package IBM
SPSS/PASW version 18.0 (Chicago, IL, TUSA).

Results

Both the patients’ and controls” samples were in Hardy

Weinberg equilibrium for the analyzed polymorphisms
(Table 1). Similar frequencies of the MTHIFR Al1298C,
MTHFR C67TT, MTR A2756G, and TS 2R/3R genotypes
were found in patients and controls. Individuals with the
above distinct genetic variants were equally at higher risk
for SCA than those who carry wild-type genotypes. In
contrast, the MTRR 660G genotype was more commaon in
patients than in the controls. Carriers of the variam
genotype had a 1.99-fold increased risk for SCA than

carriers of the wild and the heterozygous genotypes.
Additionally, the frequencies of the combined MTHFR
1298AC+CC plus MTHEFR 677CT+TT, MTHFR 677CT+
TT plus MTR 2756AG+GG, MTHFR 1298AC+CC plus
MTHFR 677CT+TT plus MTR 2756AG+GG, and
MTHFR 1298AC+CC plus MTHFR 677CT+TT plus
MTRR 66AG+GG were also higher in patients than in
the controls. Carriers of the heterozygous or variant
genotypes had a 3.26-, 2.22-, 10.92-, and 14.88-fold
increased risk for developing SCA than those with the
wild genotypes (Table 2).

When SCA patients alone were considered, excesses of
the MTHFR 677CT+TT and the MTR 2756AG+GG
genolypes were seen in patients younger than 50 years,
when compared with older patients. The heterozygous plus
variant genotypes were also more frequent in younger
patients than in the controls (76.9% versus 51.1%, p=0.02;
46.2% versus 23.4%, p=0.02, respectively). Individuals
with the above variants had, respectively, a 2.12-fold (95%
Cl 1.04-4.34) and a 1.42-fold (95% CI 0.99-2.05)
increased risk for developing SCA before 50 years of age
than those with the wild genotype. The frequency of the
MTRR 66GG genotype in African-Brazilians was higher
than that found in Caucasians. The difference was even
more prominent when the frequency of the MTRR 66GG
genotype in African-Brazilians patients was compared with
that found in the controls (58.3% versus 17.5%, p=0.003).
African-Brazilians with this variant genotype were at an
increased risk for SCA 1.98 (95% CI 1.01-3.88)-fold
higher than those with the remaining MTRR variants
(Table 3). The MTR 2756 AG+GG combined genotype
was more common in patients with undifferentiated tumors
than in patients with grades I and II tumors and the controls
(63.6% versus 23.4%, p=0.007). Carriers of the heterozy-
gous or variant genotypes had a 2.11-fold (95% CI1 0.96
4.62) ncreased risk of presenting undifferentiated tumors
than patients with the wild genotype. An excess of the
MTHFR 677CT+TT was seen in patients with advanced
tumors compared with those with grades I and II tumors
and compared with controls (69.8% versus 51.1%, p=0.02).
Carriers of the variant allele were at a risk 1.62-fold (93%
CI 1.05-2.50) higher for advanced tumors at diagnosis than

Table 1 Analyses of the

Hardy Weinberg equilibrium Gene and locus Patients Controls
at the MTHFR A1298C; and 5 3
C67TT: the MTR A2756(; the X P X 4
MTRR A66 G; and the 75 2R/
3R; in samples of 113 MTHFR A1298C 0.79 =0.20 5.1 0.05<p=0.10
colorectal cancer patients and MTHFR C677T 0.14 >0.20 0.001 >0.20
188 controls - s
MTR A2756G 1.92 =0.20 4.67 0.05<p=0.10
MTRR A66G 008 =020 1.89 =0.20
75 2RAR 035 =020 293 =0.20
€ Springer
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Table 2 Frequencies of

the MTHFR. MTE MTRR Genotypes Patients, n (%) Controls, # (%)  pvalue  OR* 95% CI
and TYMS él:nm)q;es in 113
colorectal cancer patients and MTHFR A1293C
188 controls AA 67 (59.3) 127 (67.5) 100 Reference
AC 38 (33.6) 49 (26.1) 0.09 1.61 0.93-2.80
Gie 8 (7.1) 12 (6.4) 0.70 122 0.45-327
ACHCC 46 (40.7) 61 (32.5) 0.11 152  091-2.56
MTHFR C6TTT
CC 48 (42.5) 92 (48.9) 1.00  Reference
CcT 50 (44.2) 79 (42.0) 0.26 .35 0.80-2.28
TT 15 (13.3) 17¢ %1} 0.31 1.56  0.66-3.68
CT+TT 65 (57.5) 96 (51.1) 0.20 1.3%  0.84-2.29
MTR A2756G
AA 82 (72.6) 144 (76.6) 1.00  Reference
AG 26 (23.0) 37(19.7) 0.35 134 0.73-247
GG 5(44) 7(3.7) 0.27 203 0.58-7.02
AG+HGG 31(274) 44 (23.4) 0.22 143 081-253
MTRR A66G
AA 26 (23.0) 53 (28.2) 1.00  Reference
AG 55 (48.7) 102 (54.3) 0.99 099  0.54-183
GG 32 (28.3) 33(17.5) 0.07 198  0.96-4.10
AG+GG 32 (28.3) 33(17.5) 0.03 1.99 1.09-3.63
TS 2R/3R
2ZR/ZR 28 (24.8) 38 (20.2) 1.00  Reference
2RABR 53 (46.9) R0 (42.6) 0.96 098  0.52-1.87
3RAR 32 (28.3) 70 (37.2) 0.42 0.75 0.38-1.49
3R/ZR+3R/BR 85 (75.2) 150 (79.8) 0.55 0.86  0.52-1.41
MTHFR A1298C+C6T7TT
AA+CC 19 (52.8) 47 (74.6) 1.00  Reference
AC+CC+CT+TT 17 (47.2) 16 (25.4) 0.01 3.26 1.27-8.40
MTHFR CoTTT+MTR A2756G
CC+AA 37 (64.9) 68 (77.3) 1.00  Reference
CT+TT+AG+GG 20 (35.1) 20 (22.7) 0.04 122 1.00-4.88
MTHFR A1298C+CHT7TT+MTR A2756G
AA+CC+AA 14 (70.0) 39 (92.9) 100  Reference
AC+CC+CT+TT+AG+GG 6 (30.0) 3(7.1) 0.009 10.92 1.80-66.27
MTHFR A1298C+C8TTT+MTRR A66G
OR* adjusted odds ratio for age, AA+CCHAA 1 (6.7} 14 (50.0) 1.00  Reference
gender, and ethnic group, 95% ACH+CCHCT+TT+AGHGG 14 (93.3) 14 (50.0) 0.02 1488 1.67-1326

CT 95% confidence interval

carriers of the homozygous wild genotype. The frequency
of the MTHFR 1298 AC+CC in patients with rectal tumors
was higher than in patients with colon tumors and that
found in controls as well (52.5% versus 32.5%, p=0.008).
An excess of the MTHFR 677CT+TT was seen in patients
with colon tumors compared with those with rectal tumors
and compared with controls (68.3% versus 51.1%, p=0.03).
Individuals with the MTHFR 1298AC+CC genotype had a
1.42 (95% CI 1.07-1.90)-fold increased risk to present
rectal cancer, and those with the MTHFR 677CT+TT
genotype had a 1.55 (95% CI 1.02-2.4)-fold higher risk to
develop colon cancer than the camriers of the remaining

) Springer

genotypes. In addition, the frequency of the combined
MITHFR 1298AC+CC plus MTRR 66AG+GG genotype
was higher in patients with rectal tumor whereas the
combined MTHFR 677CT+TT plus 7S 2R/3R+3R/3R
was more commeon in patients with colon tumor. The above
respective frequencies of the combined genotypes were
higher in those patients than in the controls (85.2% versus
54.5%, p=0.006; 96.0% versus 78.4%, p=0.004). Carriers
of the heterozygous as well as of the varant-combined
genotypes of MTHFR Al1298C plus MTRR A66G and
MTHEFR C677T plus TS 2R/3R were at a 3.07 (95% CI
1.21-7.80)-fold increased risk of presenting rectal cancer
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Table 3 The frequencies of the
genotypes in 113 colorectal Genotypes Age in years Ethnic origin
patients stratified by age and
ethnic origin =50 =50 P Caucasian Afican P
MTHFR A1298C
AA 14 (53.8) 53 (60.9) 1.00 62 (61.4) 5(41.7) 0.22
AC 11 (42.3) 27310y 0.30 33327 5(41.7) 0.53
ce 1.9 7 (8.1 0.75 6(59) 2(167) 020
AC+CC 12@62)  34(9.1) 042 39(386) 7(583) 022
MTHFR Co77T
cc 6(Q31) 42@83) 100 42(4L6) 6(500)  0.80
CT 16 (615)  34(39.1) 002 44 (43.6) 6(500) 091
T 4154 113126 030  15(149) 0(0.0) 036
CT+TT 20 (76.9) 45 (51.T) 0.03 59 (584) 6 (50.0) 0.80
MTR A2756G
AN 14 (53.9) 68 (78.2) 1.00 73 (72.3) 9(75) 1.00
AG 9(346)  17(195) 007  24(238) 2167 073
GG 3 (11.5) 22.3) 0.03 4(4.0) 1(83) 0.44
AG+GG 12@62) 19218 002 28QLT) 3(25) 1.00
MTRR A66G
AA 70269  19@QLY) 100 24(238) 2067 073
AG 11 (423) 44 (50.6) 046 52 (5L5) 3(250) 015
GG 8(30.8) 24 (27.6) 095 25 (24.8) 7(583) 0.04
AGHGG 19 (73.1) 68 (78.2) 0.63 77 (76.2) 10 (83.3) 0.73
T5 ZR/3R
2R2R 7(269) 21 (24.1) 1.00 26 (25.7) 2(16.7) 0.73
2R/3R 13 (50.0) 40 (46.0) 0.91 45 (44.6) 8(66.T) 0.25
3RA3R 6(23.1) 26 (29.9) 0.54 30(29.7) 2(16.7) 0.50
2RAR+3RAR 19(73.1)  66(759) 084  56(554) 4(333) 025
MTHFR*+ MTRR
AA+AA 50313 9 (28.1) 1.00 14 (32.6) 1(16.7) 1.00
p values are presented herein AC+CC+AGH+GG 11 (68.8) 23 (7.9 1.00 29 (674) 5(83.3) 0.30
after adjustment by the multi- MTHFR+TS
:'“J;_E;:i’f‘;:sc CC+2R/2R 2(222) 140304 100 8 (16.3) L(167) 100
r CT+TT+2R3R+3R3R 7(77.8) 32 (69.6) 1.00 41 (83.7) 5(833) 1.00

Y MTHFR C677T

and a 5.39 (95% CI (.76-38.14)-fold increased risk of
presenting colon cancer, respectively, than carviers of the
wild genotypes (Table 4).

Discussion

In this study, we investigated whether the genotypes of the
MTHFR A1298C, the MTHFR C6T7T, the MTR A2756G,
the MTRR A66G, and the TS 2R/3R genotypes, involved in
folate and methionine metabolism, do alter the risk for SCA
as well as the tumor characteristics in the Brazilian
population of the southeastern region. The group of patients
was similar to the group of controls conceming their
ethnical origin. Differences in gender distribution (53.1%
of men among patients and 64.4% of men among controls)

and in the mean age (59 years in patients and 54 years in
controls) was found in our sample. However, we do not
believe that it has consistently altered the risks for SCA
associated with genotypes found m study, since all ORs
were adjusted for demographical differences (age, gender,
and ethnical origin) of individuals by the multivariate
analysis.

We initially found similar frequencies of the MTHFR
Al298C, the MTHFR CG677T, the MTR A2756G, the MTRR
A66G, and the 78 2R/3R genotypes in our patients and
controls, suggesting that polymorphisms alone did not alter
the risk for SCA In our region. Similar results were
previously seen in evaluations of the variams MTHFR
A1298C [18], MTHFR C677T [19], MTR A2756G [20],
and the TS 2R/3R [21] polymorphisms in SCA risk. In
contrast, genotypes MTHFR 1298CC [22], MTHFR 677TT

4) springer
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Table 4 The frequencies of the genotypes in 113 colorectal patients stratified by tumor grade, stage and tumor location

Genotypes Tumor grade Stage Tumeor location
I+1I 111 P I+11 Mm+1v P Colon Rectum r

MTHFR A1298C

AA 60 (58.8) 7 (63.6) 1.00 30 (50.0) 37 (69.8) 0.05 39722 28 (47.5) 0.01

AC (335 4 (36.4) 1.00 23 (383) 15 (28.3) 0.35 12 (22.2) 26 (44.1) 0.02

cC 8 (7.8) 0 (0.0} 1.00 7117 1(1.9) 0.07 3 (5.6) 5 (8.5) 0.72

AC+CC 42 (41.6) 4 (36.4) 1.00 30 (50.0) 16 (30.2) 0.05 15 (27.8) 31(52.5) 0.01
MTHFR Co77T

cc 40 (39.2) 8(72.7) 0.05 32 (53.3) 16 (30.2) 0.02 17 (31.5) 31(52.5) 0.03

cT 47 (46.1) 3(27.3) 0.34 23 (38.3) 27 (50.9) 0.25 28 (51.9) 22 (37.3) 0.17

TT 15 (14.7) 0 (0.0} 0.35 5(8.3) 10 (18.9) 0.17 9 (16.6) 6(102) 0.46

CT+TT 62 (60.8) 3 (27.3) 0.05 28 (46.T) 37 (69.8) 0.02 37 (68.5) 28 (47.5) 0.03
MTR A2756G

AA T8 (76.5) 4 (36.4) 0.01 45 (75.0) 37 (69.8) 0.69 40 (74.1) 42 (71.3) 0.90

AG 21 (20.6) 5(45.5) 0.12 13 21.7) 13 (24.5) 0.89 12 (22.2) 14 (23.7) 1.00

GG 329 2(18.2) 0.07 2(3.3) 3(5.7T) 0.06 2(3.T 3(5.1) 1.00

AGHGG 24 (23.5) 7 (63.6) 0.009 15 (25) 16 (30.2) 0.69 14 (25.9) 17 (28.8) 0.90
MTRR A66G

AA 24 (23.5) 2(18.2) 1.00 14 (23.3) 12 (22.6) L.00 14 (25.9) 12 (20.3) 0.63

AG 50 (49.0) 5(45.5) 1.00 29 (48.3) 26 (49.1) 1.00 26 (48.1) 29 (49.2) 1.00

GG 28 (27.5) 4 (36.4) 0.50 17 (28.3) 15 (28.3) 1.00 14 (25.9) 18 (30.5) 0.74

AG+GG 78 (76.5) 9 (81.8) 1.00 46 (76.T) 41 (774) 1.00 40 (74.1) 47 (79.7) 0.63
TS 2ZR3R

2R/2R 27 (26.5) 1(9.1) 0.29 11 (18.3) 17 (32.1) 0.14 14 (25.9) 14 (23.7) 0.96

2R3R 48 (47.1) 5(45.5) 1.00 29 (48.3) 24 (453) 0.89 23 (42.0) 30 (50.8) 0.49

3R3R 27 (26.5) 5(45.5) 0.29 20 (33.3) 12 (22.6) 0.29 17 (31.5} 15 (254) 0.48

2R/BR+3RABR 54 (51.9) 6 (54.5) 1.00 31 (51.7) 2% (54.7) 0.89 31 (574 29 (49.2) 0.49
MTHFR*+MTRR

AA+AA 14 (30.4) 1 (50.0) 1.00 6 (21.4) & (40.0) 1.00 10 (47.6) 4(14.8) 1.00

AC+CC+AG+GG 32 (69.6) 2 (100.0) 1.00 22 (78.6) 12 (60.0) 0.28 11 (52.4) 23 (852) 0.03
MTHFR"+TS

CC+2R2R 8 (157 1 (25.0) 1. 5(18.5) 4(14.3) 1.00 1 @0 8 (26.7)

CT+TT+2R3R+3R3R 43 (84.3) 3(75.0) 0.52 22 (81.5) 24 (85.T) 0.73 24 (96.0) 22(733) 0.03

p values are presented herein after adjustment by the multivariate analysis

* MTHFR A1298C
Y MTHFR C677T

[23], MTR 2756GG [24], and 7S 2R/3R [25] have, in other
studies, shown to protect subjects from colorectal cancer.
Increased risk of developing the disease, in association with
genotypes MTHFR 1298CC [26] and MTHFR 677TT [27],
was also previously reported. The divergent results regarding
effects of genetic polymorphisms upon SCA risk, obtamed
by our group and by others, could be attributed to the
differences in racial origin of the population, as described in
detail by reviewing human genome epidemiology, lifestyle,
and pattern of diet in distinct countries [3, 28, 29]. In fact,
Brazilian population is highly heterogeneous, consisting of
indigenous Amerindians and immigrants from Europe,

) springer

Africa, and Asia. Furthermore, folate deficiency characterizes
our dietary pattern [10, 12] whereas ethnical homogeneous
populations and adequate ingestion of folate seem to
characterize countries of the north hemisphere [28].
Additionally, excesses of the MTRR 66GG genotype
and the combined variants such as MTHFR 1298AC+CC
plus MTHFR 677CT+TT, MTHFR 677CT+TT plus MTR
2756 AG+GG, MTHFR 1298AC+CC plus MTHFR
67TTCTHTT plus MTR 2756AG+GG, and MTHFR
1298AC+CC plus MTHFR 677CT+TT plus MTRR
66AG+GG were observed in our SCA patients, when
compared with controls in this study. The MTRR 66GG
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was associated with increased risk for colorectal cancer in
our study and in some others [30-32]. Moreover, no
association of genotype MTRR 66GG with colorectal
cancer has previously been reported by others [23, 34].
The following variant combinations: MTHFR 1298AC+
CC plus MTHFR 677CT+TT, MTHFR 677CT+TT plus
MTR 2756 AG+GG, MTHFR 1298AC+CC plus MTHFR
677CT+TT plus MTR 2756AG+GG, and MTHFR
1208AC+CC plus MTHFR 677CT+TT plus MTRR
66AG+GG were also associated with increased risk for
SCA in our region, suggesting a synergic effect of these
genes upon disease causation. The combined variants
MTHFR 1298AC+CC plus MTHFR 677CT+TT genotype
was assoclated with increased risk for SCA in one study
[35] but not in another [36]. No influence of the combined

seen upon the risk of disease development [37]. To the
best of our knowledge, there are no previous risk studies
of SCA focusing on the roles of MTHFR A1298C or
MTHFR C677T combined with MTR A2756G or MIRR
A66G polymorphisms. Therefore, this pilot study seems to
be the first one evaluating such associations as a risk
factor for developing SCA. Again, differences in ethnic
origin, lifestyle, and dietary habits in distinet countries
may constitute plausible explanations for the differential
results found among those studies.

Furthermore, we found associations between genotypes
MTHFR 677CT+TT and MTR 2756AG+GG genotypes
with an early disease onset (<50 years of age). Furthermore,
we also found that the genotype MTRR 66GG was
associated with an increased risk of SCA among African-
Brazilians, the MTR 2756 AG+GG genotype with undif-
ferentiated tumors, and the MTHFR 677CT+TT with
advanced tumors at diagnosis. In addition, the MTHFR
1298AC+CC alone or in combination with MTRR 66AG+
GG was associated with rectal cancer whereas MTHEFR
677CT+TT genotype alone or in combination with T8 2R/
3R+3RABR was associated with colon tumor. These data
suggest that these polymorphic genotypes may have altered
clinical characteristics in patients and biological features in
the SCA tumor samples.

Similar associations of the MTHFR 677CT+TT geno-
types with age of disease onset [19], as well as with
advanced tumor stage at diagnosis [38], have been
previously repotted. The same is true for the combined
variants MTHFR 1298AC+CC [39] and MTHFR 677CT+
TT [40] and their association with colonic tumors. In
contrast, the MTHFR 1298AC+CC [36] and the MTHFR
O7TTCTHTT genotypes were associated with decreased risk
of proximal colon tumors [41, 42]. In the Fukuoka
Colorectal Cancer Study, the MTHFR 67711 genotype
was protective against rectal cancer, and MTHFR 1298CC
was associated with increased risk of rectal cancer [39].

Nevertheless, there are no consistent additional studies
focusing on the above-mentioned polymorphisms, whether
alone or in combination, and its association with chnical
and biological characteristics of SCA tumors.

Finally, we observed that the frequencies in subgroups of
SCA patients of the variants MTHFR 1298AC+CC,
MTHFR 677CT+TT, MTR 2756AG+GG, MTRR 66GG,
MTHFR 1298AC+CC plus MTR 2756AG+GG, as well as
MTHFR 677CT+TT plus 7S 2R/3R+3R/3R were higher
than those found in the controls, thus suggesting that such
polymorphisms do alter, selectively, the risk for discase
subtypes.

We have found in this study that all the tested poly-
morphisms, whether in isolation or in combination, were
associated with increased SCA risk. In fact, the MTHFR,
MTR, and MTRR enzymes are essential for DNA methyl-
ation of the colon tissue [3, 43, 44]. The variant alleles
MTHER 1298C, MTHIFR 6771, MTR 2756G, and MIRR
66G are thought to affect the enzymatic activity, with a
consequent decreased production of methyl groups and
augmented risk for colorectal cancer [3]. The TS enzyme is
required for DNA synthesis and repair [7]. The activity of
the TS enzyme, encoded by the variant allele TS 3R, seems
to be similar [17] or higher [45] than that encoded by the
wild allele 7S 2R. In fact, protection against acute
lymphoblastic leukemia in carriers of the variant allele
was previously reported [16]. However, folate deficiency,
as seen in our population and others [ 12, 46], may affect the
activity of enzymes involved in DNA methylation, DNA
synthesis, and repair pathways. Two mechanisms have been
proposed to explain how folate deficiencies may induce
malignancy: (1) by causing DNA hypomethylation and
proto-oncogene activation or (2) by inducing uracil mis-
incorporation during DNA  synthesis, which leads to
catastrophic changes in DNA repair, DNA strand breakage,
and chromosome damage [8, 43]. Therefore, we hypothe-
sized that the variant alleles of the MTHFR, MTR, MTRR,
and 78 genes, which are involved in production of folate-
dependent enzymes, may be associated with increased risk
of SCA m the target population of our study. SCA would be
induced by the activation of any potential proto-oncogene
as a result of DNA hypomethylation and abnormalities in
DNA synthesis and repair.

In our opinion, one of the strengths of this pilot study is
the findings of preliminary associations between some
specific variants of genes involved in folate and methionine
metabolism with the increased risk of SCA in the
southeastern Brazilian population. These findings may lead
to the identification of individuals who should receive
genetic counseling and additional guidance as to adopt a
healthier lifestyle and diet aiming cancer prevention. It also
suggests that perhaps such individuals should be periodi-
cally evaluated by a clinician in order to allow an early

4€) Springer
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SCA diagnosis. Another strength of this study was the
association of colon and rectal cancer with distinet genetic
polymorphisms, suggesting that they may have distinet
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