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PREFACIO

Iniciei minhas atividades no Laboratdrio de Biologia Molecular do
Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu- Unesp em 2005 como
estagidria em um grupo de pesquisa dedicado ao estudo do cdncer gdstrico.
Neste mesmo ano, tive a oportunidade de participar como bolsista técnica, do
final da “tarefa HIV" e da "tarefa HCV" do projeto VGDN (Viral Genetic
Diversity Network).

Em 2006/2007 cursei o Programa de Aprimoramento Profisional:
"Inovagdo Techoldgica em Pesquisa e Diagndstico Laboratorial”. Neste curso,
além de colaborar com as atividades do VGDN, tive como objetivo a
padronizagdo da reagdo de sequenciamento do DNA de 6 regides do Complexo

Principal de Histocompatibilidade (MHC) de pacientes HIV positivos.

Ao final de 2007 realizei o exame de selegdo para o Programa de
Pés Graduagdo Fisiopatologia em Clinica Médica com uma proposta de projeto
a ser desenvolvido em parceria entre o Hemocentro de Botucatu - Unesp e o
Laboratério de Genética Molecular da Universidade Federal do Ceard, local
articulador da coleta das 54 amostras de tecido tumoral mamdrio utilizadas

neste trabalho e responsadvel pela detecgdo dos polimorfismos.

O objetivo do trabalho foi determinar a associagdo do padrdo de
metilagdo dos genes CDHI, BRCAI e AMLHI com a frequéncia dos
polimorfismos C677T e A1298C do gene da metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) e 2R/3R da timidilato sintase (75), buscando sugerir
marcadores de vias tumorigénicas do epitélio mamdrio baseados ha alteragdo
do padrdo de metilagdo dos genes supressores fumorais que pudessem ser

decorrente dos polimorfismos das enzimas do ciclo do folato.



O trabalho foi redigido constando de uma introdugdo geral, para
contextualizagdo do Projeto, e um artigo cientifico que devera ser publicado,

apds as corregdes, em revista sugerida pela Banca Examinadora.



RESUMO

O cancer de mama é o tipo de cancer mais comum entre as mulheres,
correspondendo a 22% de todos os casos. Foram estimados mais de
1.050.000 casos novos de cancer de mama em todo o mundo no ano
2000. Mecanismos epigenéticos como a ativacao e desativacdo de genes
por meio da hipometilacao e hipermetilagao, respectivamente, da regiao
promotora dos genes estao associados ao surgimento de diversos tipos de
canceres. Embora os fatores que resultam na metilacdo aberrante ainda
nao sejam bem conhecidos, a deficiéncia de folato tém sido associada a
esse mecanismo no desenvolvimento de canceres como de colo uterino,
pulmdao, mama, coélon e cérebro. Neste trabalho, foi avaliado se os
polimorfismos em genes de enzimas chaves no metabolismo do folato
como a timidilato sintase (TS) e metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)
influenciam o padrao de metilagao da regiao promotora dos genes CDH1,
BRCA1 e hMLH1 em amostras de cancer de mama. A metilacdo foi
avaliada através da MS-PCR e os polimorfismos por PCR e PCR-RFLP. Nao
houve diferenca estatisticamente significante (p<0.05, teste exato de
Fisher) do padrao de metilacdo dos genes quando comparado com estadio,
grau histolégico, idade e freqiéncia dos polimorfismos. Os polimorfismos
5'UTR TS, C677T e A1298C MTHFR nao influenciam no padrao de
metilagdao da regiao promotora dos genes CDH1, BRCA1 e hMLH1 em

amostras de cancer de mama.

Palavras chave: cdncer de mama; metilacdo; polimorfismo MTHFR / TS;

genes supressores.
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ABSTRACT

The breast cancer is the most frequent cancer in women equivalent to
22% of all cases. It were estimated more than 1.050.000 new cases of
breast cancer in all the world in the year 2000. Epigenetic mechanisms
like ativation and desativation of genes by hypomethylation and
hipermethylation, respectivelly, of genes promoter regions are associated
to the appearance of several types of cancer. Although the factors that
result in aberrant methylation are not well known, the lack of folate has
been associated to this mechanism in the development of cancers like
cervical uterine, lungs, breast, colon and brain. In this research it was
evaluated if the polymorphisms in genes of folate metabolism enzymes
like the thymidilate syntase (TS) and methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR) influence the methylation pattern of the promoter of genes CDH1,
BRCA1 and hMLH1 in samples the tissue of breast cancer. The methylation
was evaluated through the MS-PCR and the polymorphisms through PCR
and PCR-RFLP. We observed no statistically significant associations
(p<0.05, exact test of Fisher) of the patterns of methylation of genes
when compared to stage, histologic grade, age and frequency of
polymorphisms. The polymorphisms 5°'UTR TS, C677T AND A1298C
MTHFR did not influence in the pattern of methylation of the promoter
region of genes CDH1, BRCA1 e hMLH1 in samples the tissue of breast

cancer.

Keywords: breast cancer; methylation; polimorphisms MTHFR/TS;

suppressor genes.
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1. INTRODUCAO

1.1 O Cancer de Mama

O cancer de mama (CM) é o tipo de cancer mais comum entre as
mulheres, correspondendo a 22% de todos os casos de cancer. Foram
estimados mais de 1.050.000 casos novos de CM em todo o mundo no
ano 2000, sendo a maioria em paises industrializados, € menos comum
em paises em desenvolvimento, embora, essa incidéncia venha
aumentando. Altas taxas de incidéncia (Figura 1) tém sido observadas nos
Estados Unidos, Europa, Australia, Nova Zelandia, Uruguai e Argentina, ao
contrario da Africa e Asia (Parkin, 2004).

B <193 B <261 <360 W <541 HW<96

Figura 1. Incidéncia, por 100.000 habitantes, do cancer de mama feminino
(Adaptado de Parkin, 2004).
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Estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o ano
de 2010 apontam que ocorrerao 489.270 casos novos de cancer no Brasil,
sendo esperados 236.240 casos novos para o sexo masculino e 253.030
para sexo feminino. Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo melanoma
(114 mil casos novos) sera o mais incidente na populacao brasileira,
seguido pelos tumores de préstata (52 mil), mama feminina (49 mil),
colon e reto (28 mil), pulmdo (28 mil), estbmago (21 mil) e colo do utero
(18 mil). Entre as mulheres, sem considerar os tumores de pele nao
melanoma, o tipo mais incidente € o CM com uma estimativa de 49.240
casos novos e um risco estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres.
Embora o progndstico dessa malignidade seja relativamente bom se
diagnosticada nos estadios iniciais, no Brasil, as taxas de mortalidade por
CM continuam elevadas, tornando-se a primeira causa de morte por

cancer entre as mulheres (INCA, 2009).

A carcinogénese é um processo de multiplos eventos
caracterizado por alteragcdes que influenciam as principais vias de
sinalizagdao envolvidas no desenvolvimento e crescimento celular (Rakha
et al., 2006), criando um desequilibrio funcional na maquinaria molecular
da célula e, conseqlientemente, de suas proteinas, dando condicdes para
gue a célula escape do controle normal de crescimento. Essas alteragoes
sao eventos iniciais na carcinogénese e podem ser detectadas antes do
inicio dos sintomas e alteracdbes morfoldgicas. Dentre as principais
alteracdes moleculares, envolvidas na carcinogénese, estao a instabilidade
de microsatélete (MSI), polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) e a
metilacdo aberrante do DNA, sendo, esta Ultima, considerada como um
promissor biomarcador em genes associados a doencas (Srinivas et al.,
2001; Honorio, 2003).

A determinacdo de biomarcadores de tumorigénese é Uutil na
deteccao precoce do cancer, no auxilio da previsdo de risco do
desenvolvimento tumoral e metastase, estratificacdo dos pacientes para o

tratamento, além de ajudar na vigilancia da recorréncia da doenca (Bast
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et al., 2005). Alguns biomarcadores como acometimento de linfonodos
axilares, tamanho do tumor, o tipo e grau histoldgico, idade da paciente,
invasao linfovascular e aumento da proliferacao celular, sao comumente
usados como fatores progndsticos, porém, apos a cirurgia, enquanto que
0os marcadores moleculares podem ser utilizados antes mesmo da
instalacao da doenca (Cianfrocca & Goldstein, 2004). Atualmente apenas
trés marcadores moleculares sdo usados na rotina clinica para o CM,
sendo eles o receptor de estrégeno (ESR), receptor de progesterona (PGR)
e o0 receptor de fator de crescimento epidermal (HER-2), tornando-se
necessario a validacdo de novos marcadores moleculares (Murphy et al.,
2005).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do CM sao:

- Idade: antes dos vinte e cinco anos a incidéncia do CM é baixa
(menos de dez casos por 100.000 mulheres), porém, esse risco aumenta
rapidamente com o avanc¢o da idade, chegando a ser cerca de cem vezes

maior por volta dos quarenta e cinco anos.

- Localizacdo geografica: a incidéncia e mortalidade do CM
variam entre as diferentes populacdes, sendo mais elevadas em paises

desenvolvidos e mais baixas nos paises em desenvolvimento e no Japao.

- Fatores reprodutivos: mulheres com menarca precoce, antes
dos doze anos, e menopausa tardia, depois dos cinquenta e cinco anos,
tém um risco mais elevado para o desenvolvimento do CM. Estima-se que
para cada ano em que a menarca se retarda o risco diminua cerca de 5%
e, no caso da menopausa, aumenta cerca de 3% provavelmente pela
exposicao prolongada do epitélio mamario a hormoénios. Neste contexto,
os hormonios utilizados em reposicao hormonal e o uso de contraceptivos

orais também tém sido ligados a um aumento do risco para o CM.

A nuliparidade e idade tardia da primeira gravidez também

podem aumentar esse risco. Mulheres que tém o primeiro filho depois dos
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trinta anos tém duas vezes mais chances para desenvolver CM se
comparadas com mulheres que deram a luz um filho antes dos vinte anos.
Ainda nao se sabe se esse efeito protetor atua naquelas em que a
gravidez é interrompida. Embora ainda nao comprovado, a amamentacao
prolongada parece ter um efeito protetor, principalmente em mulheres

jovens.

- Historia familiar: estudos mostram que mulheres com parentes
de primeiro grau afetados com CM tém um risco relativo de desenvolver o
tumor aumentado em duas vezes. Isso pode ser atribuido ao
compartilhamento do ambiente fisico, estilo de vida e carga genética,
principalmente de mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2 presente em cerca

de 10% dos casos de CM nos paises desenvolvidos.

- Doencas benignas da mama: pacientes que apresentam
doencas benignas da mama como hiperplasia epitelial atipica, por exemplo,
tém o risco aumentado em quatro a cinco vezes para desenvolver CM
(McPherson et al., 2000; Key et al., 2001; Dumitrescu & Cotarla, 2005).

Apesar de existirem varios tipos e subtipos histoldgicos do
carcinoma mamario, tornando-o uma doenga complexa e clinicamente
heterogénea, 95% dos casos sao ductais ou lobulares e podem se
apresentar nas formas in situ ou invasiva. A maioria (75 - 80%) dos
carcinomas mamarios sao ductais, sendo os carcinomas ductais invasivos
(CDI) caracterizados pela formacdo de tubulos ou ductos que se infiltram
no parénquima mamario. Os CDI sao avaliados por trés caracteristicas
histolégicas, o grau de atipia nuclear, o nivel de atividade mitdtica e a
extensao da formacdo dos ductos, as quais sao atribuidos valores
numéricos que formam o score Bloom-Richardson, que resulta na
classificacdo do grau histolégico do cancer em bem diferenciado (grau I),
moderadamente diferenciado (grau II) e pouco diferenciado (grau III).
Essa classificacao histoldgica tem grande importancia progndstica, pois,

estudos demonstram correlacdao direta com freqliéncia de metastase em
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linfonodos, freqiéncia de recorréncia da doenca e morte causada por

carcinoma invasivo (Yoder et al., 2007).

Para estadiamento TNM utiliza-se os critérios da Unido
Internacional Contra o Cancer (UICC) TNM: classification of malignant
tumours, 6th ed. (INCA, 2004). Para esta classificacao sao usados os
seguintes parametros: T= tamanho do tumor; N= acometimento de
linfonodos regionais; M= metastase a distancia. O quadro a seguir mostra

um esquema do estadiamento por grupamentos.

Grupamento por Estadios

Estadio O Tis NO MO
Estadio I T1 NO MO
TO N1 MO
Estadio IIA T1 N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO

Estadio IIB
T3 NO MO
TO N2 MO
T1 N2 MO

Estadio IIIA
T2 N2 MO
T3 N1,N2 MO
Estadio IIIB T4 NO,N1,N2 MO
Estadio IIIC Qualquer T N3 MO

Estadio IV Qualquer T | Qualquer N M1

Figura 2. Grupamentos para classificagao TNM. T=
tamanho do tumor; N= linfonodos regionais; M=
metdastase a distancia (Adaptado INCA. 2004).
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1.2 Epigenética

Mecanismos epigenéticos sao aqueles que levam a alteracdo na
expressao de genes durante o desenvolvimento e proliferacao celular,
porém, sem nenhuma mudanca na seqléncia dos nucleotideos. Estudos
tém mostrado que a epigenética tem papel importante na biologia do
cancer e, por serem reversiveis, tornaram-se importante alvo terapéutico.
A metilacdo do DNA é um dos eventos epigenéticos mais comum no

genoma de mamiferos (Singal & Ginder, 1999).

A metilacdo do DNA é uma modificacdao quimica, resultando na
adicdo de um grupo metil (CH3) no carbono 5’ da citosina que esta
proxima a uma guanina, também chamada de dinucleotideo CpG
(Ramsahoye et al., 2000). A maioria dos dinucleotideos CpGs esta
desigualmente distribuida pelo genoma e se apresenta em trechos curtos,
de 500-2000 pb, denominados ilhas CpGs (Lair & Jaenisch, 1996). Essas
ilhas estdo localizadas na regido promotora e sdao encontradas em, pelo

menos, metade de todos os genes humanos (Baylin, 2005).

Quando a expressao do gene é controlada pela metilacido do DNA
(Figura 2), ele pode ser categorizado de duas formas: hipometilado ou
hipermetilado. O DNA hipometilado € associado com superexpressao de
proto-oncogenes, aumento de recombinacdao e mutacdo e perda do
imprinting nos canceres (Esteller & Herman, 2002). Quando as ilhas CpGs
estdo hipermetiladas, a atividade das proteinas reguladoras que
promovem a transcricdo é restrita devido ao alto empacotamento dos
nucleossomos, resultando na inativacao de genes (Esteller et al., 2001 ;
Baylin, 2005). Ambos os tipos de metilagao ocorrem simultaneamente em
varios canceres esporadicos afetando a funcdao de genes supressores

tumorais e proto-oncogenes (Balch et al., 2005).
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Um potencial marcador cancer-especifico, que tem atraido a
atencdo dos pesquisadores € a hipermetilacdo aberrante do DNA,
comumente vista em células cancerigenas e freqlientemente coincidindo
com silenciamento génico (Jones & Baylin, 2002; Patel et al., 2003). A
metilacdo aberrante do DNA pode conferir a célula vantagem seletiva de
crescimento. Nos diversos tipos de canceres, sao observadas metilacoes
aberrantes em regides especificas de genes que, em tecidos normais, sao
protegidas (Costello et al., 2000).

Gene expresso

]

EXON 1 EXON 2 EXON 2 T ————

CpG Metilada
b) T

P

T CpG Nao Metilada
ﬁ (Gene nativado
AT ¢ f f

EXON 1 EXOHN 2 EXON 3 e

Figura 3. Esquema de ilhas CpGs nao metiladas (a) e metiladas (b)
(Adaptado Jacinto & Esteller, 2007).

O DNA ¢é metilado pelas enzimas da familia das DNA
metiltransferases (DNMTs) que sdo responsaveis pela trasnferéncia do

grupo metil através da S-adenosilmetionina (SAM) (Gopisetty et al., 2006).

A DNMT1 mantém estaveis padroes de metilacdo estabelecidos,

copiando, durante a replicacao celular, a metilagcao da fita mae para fita



20

filha (Agoston et al., 2005). A DNMT2, é uma pequena proteina de 391
aminoacidos, conhecida por ter fraca atividade DNA metiltransferase
(Chen & Li, 2006). A DNMT3a e DNMT3b, fazem a metilagcao de novo de
DNA ndo metilado. Elas iniciam a metilacago normal durante o
desenvolvimento embriondrio. A DNMT3L ndo tem ligacdo com a SAM,
porém, é essencial para o processo de metilagdo, pois, aumenta a ligacao
da DNMT3a com a SAM (Jaenisch, 1997).

Embora a atividade das DNMTs esteja envolvida na baixa
expressao de genes supressores de tumor e na estimulagcdao de proto-
oncogenes ( Robertson et al., 2000), muitos achados indicam que esse
fator isolado nao seja fundamental para a promocgao da carcinogénese
(Eads et al., 1999).

1.3 Ciclo do Folato

O acido fdlico, uma das vitaminas B, atua como cofator de varias
reacoes bioquimicas mediante sua capacidade de doar e receber unidades
de carbono. Os mamiferos sao incapazes de sintetizar acido félico de novo
devendo obté-lo na dieta. A deficiéncia de folato foi relatada como a
deficiéncia de vitamina mais comum nos Estados Unidos, afetando 10%
da populacdo adulta em geral, e 60% dos jovens e idosos de baixo nivel
soécio econdomico (Senti & Pilch, 1985). Ja& se sabe que sua deficiéncia
causa anemia grave em humanos, e que na gravidez esta relacionada com
defeitos do tubo neural no recém nascido (Czeizel, 1993). Caréncia de
folato também é considerada um fator de risco independente para
doencas cardiacas, devido a niveis elevados de homocisteina (Boushey et
al., 1995).

No entanto, mais recentemente, a deficiéncia de folato tém sido
associada ao desenvolvimento de cadnceres como de colo uterino, pulmao,

mama, colon e cérebro. Dois mecanismos tém sido propostos para



21

explicar como o folato, e os polimorfismos em suas enzimas chaves do
metabolismo, podem influenciar o risco para o cancer. O primeiro é
mediante a alteracdo do padrao de metilacdo, o segundo, é pela da
incorporagao errada da uracila na sintese do DNA. Contudo, evidéncias,
em humanos, que suportem esses mecanismos ainda sao limitadas
(Duthie, 1999).

AcidoFolico
dUumMPp 1|'

_—" DHF —+» Metionina —» SAM

4 L[
— - |
TS Ve THE \'\\ J
\ v '. /
W Homocisteina <— SAH

5,10-Metileno 5-Metil
THE THEF

dTMP \‘“\,__H_ /
' MTHFR
Sintese Metilacdo
DMA DMA

Figura 4. Representacdo do metabolismo do acido fdlico (Adaptado
Suzuki et al., 2008).

Varios estudos tém mostrado a importancia da adequada
ingestao de folato na prevencdo do cancer. Em estudos com roedores, a
deficiéncia de metil na dieta diminuiu a concentracdo de SAM nos tecidos
produzindo um DNA hipometilado no figado (Pogribny et al., 1995). Em
humanos, a deficiéncia de folato pode levar a hipometilagdo do DNA,
incorporacao errada da uracila, danos nos cromossomos, (Jacob et al.,,

1998) e sendo, consequentemente, implicada no desenvolvimento de
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varios tipos de canceres epiteliais como uUtero, pulmdao e mama ( Glynn &
Albanés, 1994). Além disso, polimorfismos em genes de enzimas chaves
no metabolismo do folato como a timidilato sintase (7S) e
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) também podem influenciar o

risco para desenvolvimento de cancer (Goyette et al., 1994).

A TS é uma enzima que catalisa a conversao da deoxiuridina
monofosfato (dUMP) em deoxitimidina monofosfato (dTMP) usando o
5,10-metilenotetrahidrofolato como doador de radical metil. Seu gene
esta localizado no cromossomo 18p11.32 (Sharp & Little, 2004). Ela é
responsavel pelo equilibrio e oferta de nucleotideos necessarios para a
replicacdao e reparo do DNA, sendo assim, essencial para a proliferacao
celular e também um importante alvo para as drogas anti cancer (Ulrich et
al., 2000).

Foi identificado um polimorfismo na regiao promotora 5'UTR do
TS, imediatamente acima do cédon de iniciagdo ATG, que contém dupla
(2R) ou tripla (3R) repeticdo de uma seqliéncia de 28 pb e, raramente,
alelos com 4, 5 ou 9 repeticdes. Estudos in vitro e in vivo, mostraram que
a expressao da TS é aumentada quando apresenta o alelo 3R (Horie et al.,
1995).

A MTHFR é uma importante enzima regulatéria do metabolismo
do folato. Ela catalisa a conversao do 5,10-metilenotetrahidrofolato em 5-
metiltetrahidrofolato, principal forma circulante do folato, responsavel por
doar radical metil para remetilacao da homocisteina em metionina. Além
disso, ela controla se o folato sera usado na sintese ou na metilacdo do
DNA. O gene da MTHFR esta localizado no cromossomo 1p36 (Goyette et
al., 1994) e o polimorfismo mais comumente encontrado é a troca de uma
citosina por uma timina no nucleotideo 677 (C677T) resultando na troca
de uma valina por uma alanina na proteina. Esse polimorfismo esta
associado a uma maior termolabilidade e uma consideravel diminuicao da

atividade enzimatica. Os homozigotos (TT) e os heterozigotos (CT),
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apresentaram, in vitro, apenas 30% e 60% da atividade enzimatica,
respectivamente (Frosst et al., 1995). O polimorfismo A1298C no gene da
MTHFR resulta na troca de um &acido glutdmico por uma alanina em sua
proteina e também estd associado a diminuicao da atividade enzimatica in
vitro (Weisberg et al., 1998).

1.4 CDH1

O gene CDH1 estad localizado no cromossomo 16qg22.1. Seu
produto é a E-caderina, uma glicoproteina  dependente de calcio,
importante para a adesao celular, desenvolvimento e manutencao do
fendtipo epitelial (Overduin et al., 1995). A proteina E-caderina ¢é
altamente expressa em epitélio normal e diminuida ou ausente em varios
carcinomas humanos como o de colon, estbmago, préstata, figado, bexiga
e mama (Gumbiner, 2000). Alteracdes na expressdo da E-caderina tém
sido correlacionadas com fatores patolégicos como pior diferenciagao
tumoral, crescimento infiltrante, metastase e diminuicdo da sobrevida do
paciente (Hirohashi, 1998; Debbies & Welch, 2001).

Os mecanismos de redugao ou perda da expressao da E-caderina
em canceres sélidos ainda ndo sao totalmente compreendidos. Mutacoes,
(Guilford et al., 1998) perda de heterozigose (LOH), (Frixen et al., 1991)
rearranjo da cromatina (Hennig et al., 1995) e hipermetilacao das ilhas
CpG da regiao promotora ( Graff et al., 1995) sao eventos que podem

estar envolvidos na inativacdo do CDH1.

A perda ou a baixa expressao da E-caderina tem sido
amplamente documentada no cancer de mama, com a atuacao de
mecanismos irreversiveis (genéticos) e reversiveis (epigenéticos) (Cleton-
Jansen, 2002). No carcinoma ductal de mama a perda da expressao da E-
caderina é heterogénea nos diferentes estadios, sugerindo que o

mecanismo de perda da expressdao nesses tumores nao envolve somente
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alteracbes genéticas (Mareel et al., 1995). Caldeira et al. (2006),
observaram hipermetilacao da regiao promotora do CDH1 em 72% (52/71)

dos carcinomas ductais.

1.5 BRCA1

Embora a genética da carcinogénese mamaria ainda nao esteja
bem elucidada, ja se sabe que o gene BRCA1 esta intimamente
relacionado com os casos hereditarios do cancer de mama e ovario (Miki
et al., 1994) e que, nos casos esporadicos, embora mutacdes somaticas
sejam raras, sua expressao encontra-se reduzida em cerca de 30% dos
casos (Yoshikawa et al., 1999; Wilson et al., 1999), provavelmente por
atuacao de mecanismos epigenéticos. Esteller et al. (2000), relataram que
a frequéncia de hipermetilacdo do BRCA1 varia nos diferentes subtipos
histologicos e também naqueles que apresentam ou ndo LOH. Dos casos
de carcinomas ductais 12% (9/73) estavam metilados, enquanto que os
subtipos medular e mucinoso apresentaram 67 e 55%, respectivamente,
dos casos hipermetilados. Essa frequéncia foi ainda menor (5%) nas

amostras de carcinomas ductais sem LOH.

O gene BRCA1 esta localizado no cromossomo 17q21, ele é
composto por 24 exons que codificam uma proteina de 1863 aminoacidos.
Classificado como supressor tumoral, sua fungcao ainda ndo é totalmente
conhecida (Miki et al., 1994). Sabe-se, porém, que sua proteina interage
com outras que estao envolvidas na regulacao do ciclo celular como a p53
(Zhang et al., 1998), no reparo do DNA como a Rad50 (Zhong et al.,
1999), na transcricao como, por exemplo, a RNApolimerase II (Scully et
al., 1997), no processamento do RNA como a RNA helicase A (Anderson et
al., 1998), com o produto do gene BRCA2 (Chen et al., 1998) entre
outras, sendo portanto associado a via de reparo e proliferacdo da

carcinogénese mamaria (Yoshikawa et al., 2000). Outra evidéncia de sua
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participacdo na carcinogénese mamaria foi encontrada num estudo em
gue a introducao, in vitro, do gene normal BRCA1 em linhagem celular
tumoral de mama e ovario inibiu o crescimento celular, o que ndo foi

observado em linhagem tumoral de colon e pulmao (Holt et al., 1996).

1.6 hMLH1

O gene hMLHI1, localizado no cromossomo 3p21.3, é um
homologo humano do gene de reparo da E. Coli e integrante do sistema
de reparo de mal pareamento (MMR- mismatch repair) (NCBI, 2009). O
MMR é fundamental para a estabilidade genOGmica, pois corrige, base por
base, erros originados durante a replicacao do DNA. O MMR melhora a
fidelidade da sintese do DNA cerca de 100-1000 vezes, diminuindo a taxa
de mutacao global de um erro para cada 1010 nucleotideos sintetizados
(Modrich & Lahue, 1996).

Alteragdes no mecanismo do MMR podem ter conseqgliéncias
drasticas no desenvolvimento da tumorigénese como o aumento na taxa
de mutacgdes, cerca de 100 vezes mais do que a observada em células
normais (Thomas et al., 1996). Essas mutacdoes sao particularmente
evidentes nas seqliéncias de microsatélites, que consiste em repeticoes
de 1-4 pares de bases em regidoes nao codificantes. Instabilidade de
microsatélites (MSI) € uma marca da deficiéncia do MMR em diversos

tipos de canceres (Thibodeau et al., 1993).

Em um grupo significante de tipos de tumores esporadicos MSI+,
€ rara a ocorréncia de mutacdes nos genes do MMR (Thibodeau et al.,
1996). Explicacbes alternativas para desregularao na funcao desses
genes, durante o desenvolvimento desses canceres, inclui processos
epigenéticos como a hipermetilacdo da regidao promotora associada com a
perda transcricional (Herman et al., 1995). Essa relacao MSI+ e

hipermetilacgdo em genes do MMR como, por exemplo, o hMLH1, ja esta
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bem estabelecida nos tumores de cdlon (Kane et al.,, 1997), de
endomeétrio (Esteller et al., 1998) e gastrico (Fleisher et al., 1999), sendo
ainda estudada no cancer de mama. Entretanto, Murata et al. (2002),
relataram que a hipermetilagdo do hMLH1 estd fortemente associado
(83.3%) com a diminuicdo da expressao de sua proteina nos casos de

cancer de mama MSI+.
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2. ARTIGO

Padrao de metilacao dos genes CDH1, BRCA1, hMLH1 e
polimorfismos das enzimas TS e MTHFR do ciclo do folato em

tecido tumoral mamario

RESUMO

Mecanismos epigenéticos como a ativacao e desativacao de
genes por meio da hipometilagao e hipermetilacao, respectivamente, da
regiao promotora dos genes estao associados ao surgimento de diversos
tipos de canceres. Embora os fatores que resultam na metilacdo aberrante
ainda ndo sejam bem conhecidos, a deficiéncia de folato tém sido
associada a esse mecanismo no desenvolvimento de canceres como de
colo uterino, pulmao, mama, célon e cérebro. Neste trabalho, foi avaliado
se 0s polimorfismos em genes de enzimas chaves no metabolismo do
folato como a timidilato sintase (TS) e metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR) influenciam o padrao de metilacao da regiao promotora dos
genes CDH1, BRCA1 e hMLH1 em amostras de carcinoma ductal invasivo.
A metilacdo foi avaliada através da MS-PCR e os polimorfismos por PCR e
PCR-RFLP. Nao houve associacdo estatisticamente significante (p<0.05,
teste exato de Fisher) do padrao de metilagcao dos genes CDH1, BRCA1 e
hMLH1 com estadio, grau histoldgico, idade e freqliéncia dos
polimorfismos. O padrao de metilacao da regiao promotora dos genes
CDH1, BRCA1 e hMLH1, nao foi alterada com a presenca dos
polimorfismos 5 'UTR TS, C677T e A1298C MTHFR. Porém, o gendtipo TT
MTHFR juntamente com o gendtipo 3R/3R da TS pareceu ter um papel
protetor da metilagdo aberrante para o gene BRCA1, embora nao tenha

sido estatisticamente significante.

Palavras chave: cancer de mama; metilacao; polimorfismo MTHFR / TS;

genes supressores.
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INTRODUCAO

O céancer de mama é o tipo de cancer mais comum entre as
mulheres, correspondendo a 22% de todos os casos. Foram estimados
mais de 1.050.000 casos novos de cancer de mama em todo o mundo no
ano 2000 (1). No Brasil, sem considerar os tumores de pele nao
melanoma o cancer de mama é o mais incidente entre as mulheres, e
para 2010 sdao esperados 49.240 casos novos e um risco estimado de 49
casos a cada 100 mil mulheres. Além disso, essa patologia constitui-se a

primeira causa de morte por cancer entre as mulheres (2).

Mecanismos epigenéticos como metilacdo do DNA, deacetilagcao
de histonas, ubiquitinacao e fosforilagao estao associados ao surgimento
de diversos tipos de canceres (3,4), porém, o principal mecanismo
epigenético ligado ao aparecimento de tumores é a ativagao e desativacao
de genes por meio da hipometilacdo e hipermetilacdo, respectivamente,

da regiao promotora dos genes (5).

Embora os fatores que resultam na metilagao aberrante ainda
nao sejam bem conhecidos (6) a deficiéncia de folato tém sido associada a
esse mecanismo na carcinogénese de colo uterino, pulmdo, mama, célon
e cérebro (7). Portanto, polimorfismos em genes de enzimas chaves no
metabolismo do folato como a timidilato sintase (7S) e
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), também podem influenciar o

risco para desenvolvimento de cancer (8).

A TS é uma enzima que catalisa a conversdao da deoxiuridina
monofosfato (dUMP) em deoxitimidina monofosfato (dTMP) usando o
5,10-metilenotetrahidrofolato como doador de radical metil (9). Ela é
responsavel pelo equilibrio e oferta de nucleotideos necessarios para a
replicacdao e reparo do DNA, sendo assim, essencial para a proliferacao
celular e também um importante alvo para as drogas anti cancer (10). Foi

identificado um polimorfismo na regido promotora 5UTR do TS,
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imediatamente acima do cddon de iniciacdo ATG, que contém,
normalmente, dupla (2R) ou tripla (3R) repeticdo de uma seqliéncia de 28
pb. Estudos in vitro e in vivo, mostraram que a expressao da TS é
aumentada quando apresenta o alelo 3R (11). A MTHFR é uma importante
enzima regulatéria do metabolismo do folato. Ela catalisa a conversao do
5,10-metilenotetrahidrofolato em 5-metiltetrahidrofolato que é precursor
da reacao de metilacdo do DNA através da remetilacdo da homocisteina
em metionina. Os polimorfismos mais comumente encontrados sao MTHFR
C677T e A1298C que estao associados a maior termolabilidade e
consideravel diminuicdo da atividade enzimatica. Os homozigotos e os
heterozigotos apresentam, in vitro, apenas 30% e 60% da atividade

enzimatica, respectivamente (12; 13).

O produto do gene CDH1 é uma glicoproteina importante para a
adesdo celular, desenvolvimento e manutencdo do fenédtipo epitelial (14).
A perda ou a baixa expressao da E-caderina tem sido amplamente
documentada no cancer de mama, com a atuacdo de mecanismos
genéticos e epigenéticos (15). O gene BRCA1 é um supressor tumoral e
esta intimamente relacionado com os casos hereditarios do cancer de
mama e ovario (16) e, embora mutacdes somaticas sejam raras nos casos
esporadicos, sua expressao encontra-se reduzida em cerca de 30% dos
casos provavelmente por atuacao de mecanismos epigenéticos. (17,18). O
gene hMLH1 é integrante do sistema de reparo de mal pareamento (MMR-
mismatch repair) (19). O MMR é fundamental para a estabilidade
gendmica, pois corrige, base por base, erros originados durante a
replicacao do DNA (20).

A determinacao de biomarcadores de tumorogénese é util na
deteccao precoce do cancer, no auxilio da previsdao de risco do
desenvolvimento tumoral e metastase, estratificacdo dos pacientes para o

tratamento, além de ajudar na vigilancia da recorréncia da doencga (21).
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Este trabalho avaliou os polimorfismos em genes de enzimas
chaves no metabolismo do folato como a timidilato sintase (7S) e
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) e a influéncia destes no padrao
de metilacdo da regiao promotora dos genes CDH1, BRCA1 e hMLH1,
buscando sugerir biomarcadores de vias tumorigénicas do epitélio

mamario.

METODOLOGIA

Para a realizagcao deste trabalho foram analisadas 54 pacientes
do sexo feminino, com diagndstico de carcinoma ductal invasivo (CDI),
com média de idade de 53,86 + 14,3 anos.

Todas as pacientes foram informadas sobre a pesquisa e

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

As amostras de tecido tumoral foram obtidas no Hospital Assis
Chateaubriand, Departamento de Patologia e Medicina Forense da cidade
de Fortaleza-CE e as analises dos polimorfismos 5 UTR da TS, C677T e
A1298C da MTHFR foram realizadas no Laboratério de Genética Molecular

da Universidade Federal do Ceard, Fortaleza-CE.

A extracao do DNA foi realizada a partir de tecido congelado,
somente nos fragmentos que apresentaram mais do que 80% de células
tumorais, usando cetiltrimetil amoénio brometo (CTAB) adaptado do
método descrito por Foster & Twell (22). A presenca e qualidade do DNA
gendmico foram monitoradas através de eletroforese em gel de agarose

1% corado com brometo de etideo.

A andlise de metilagdo das ilhas CpG foi realizada pelo
tratamento com bissulfito de sdédio seguido pela MS-PCR (Methylation-
specific Polymerase Chain Reaction) (23) na qual um par de primers

reconhece sequéncias metiladas (M) e outro reconhece sequéncias nao



37

metiladas (U) (Tabela 1). Como controle positivo foi utilizado DNA
extraido de leucédcitos de voluntarios saudaveis, tratados com a enzima
CpG Metilase, conforme recomendacao do fabricante (New England
BioLabs).

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados na MS-PCR.

Gene Seqiiéncia primer (5°-3") Fragmento Referéncia

CDH1 M-TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT 116pb 23
M-TAACTAAAAATTCACCTACCGAC
U-TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTGT 97pb
U-CACAACCAATCAACAACACA

BRCA1 M-TCGTGGTAACGGAAAGCGC 75pb 24
M-AAATCTCAACGAACTCACGCC
U-TTGGTTTTTGTGGTAATGGAAAAGTGT 86pb
U-CAAAAAATCTCAACAAACTCACACCA

hMLH1 M-TATATCGTTCGTAGTATTCGTGT 153pb 25
M-TCCGACCCGAATAAACCCAA
U-TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT 124pb

U-ACCACCTCATCATAACTACCCACA

As reacdes da MS-PCR foram realizadas com tampao 1x (Tris-HCI
20mM e KCl 50Mm); 1,5mM MgCly; 0,2mM dNTP; 0,24uM de cada primer;
1,5U de Tag DNA Platinum (Invitrogen) e 50ng de DNA tratado com
bissulfito de sddio, para um volume final de 25uL. Os produtos amplificados
foram visualizados em gel de poliacrilamida 6% ndo desnaturante, corado

pelo nitrato de prata.

A avaliacdo do polimorfismo de repeticao de 28pb da TS utilizou
a técnica de PCR nas condicdes descritas por Etienne et al. (26), exceto na
adicdo de 10% dimetilsulfoxido (DMSO). Os primers usados foram 5’
GTGGCTCCTGCGTTTCCCCC 3’ sense e, 5" GCTCCGAGCCGGCCACAGGCA 3’
antisense. Os fragmentos foram visualizados através de eletroforese em
gel de poliacrilamida 6% corado pelo nitrato de prata e as bandas
observadas foram de 220pb (2R), 248pb (3R) ou ambas (2R/3R).
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A presenca dos polimorfismos C677T e A1298C MTHFR foram
avaliadas através da técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Lenght Polymorphism) usando os primers 5’
TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA 37 sense e 5°
AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 3’ antisense e enzima de restricao Hinf 1
(13), e 5° AAGGAGGAGCTGCTGAAGATG 3° sense e 5’
CTTTGCCATGTCCACAGCATG 3’ antisense seguida pela incubacdo coma
enzima Mbo 1II (27), respectivamente. A visualizagao foi realizada pela

eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado pelo nitrato de prata.

A andilise estatistica foi feita usando teste exato de Fisher
através do software InStat 3, assumindo, para todos os testes, um valor

estatisticamente significante p<0,05.

RESULTADOS

A média da idade das pacientes foi de 53,86 + 14,3, variando

entre 30 -83 anos.

Das 54 amostras de CDI estudadas, 49 amplificaram para o gene
CDH1 sendo que 28 (57,1%) eram metiladas e 21 (42,9%) nao metiladas.
Para o gene BRCA1 53 amostras puderam ser analisadas, 2 (3,8%) foram
metiladas e 51 (96,2%) nao metiladas (Figura 1). Para o gene hMLH1 45
amostras foram amplificadas sendo que 8 (17,8%) apresentaram
metilagcdao e 37 (82,2%) nao apresentaram metilacao na regidao promotora
do gene. Os dados de freqliéncia da metilacdo na regido promotora dos

genes estao sumarizados na tabela 2.
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Figura 1. Resultado da analise de metilagdo do gene BRCAI1, feita por
MSP PCR seguida por eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado
por nitrato de prata.

Tabela 2. Padrdo de metilacdo dos genes CDH1, BRCA1, hMLH1.

CDH1 (n=49) BRCA1 (n=53) AMLH1 (n= 45)
U (%) M (%) U (%) M (%) U (%) M (%)
21 (42.9) 28 (57.1) 51 (96.2) 2 (3.8) 37 (82.2) 8(17.8)

U= nao metilado ; M= metilado.

Com relagao ao polimorfismo da TS, 12 amostras (22,2%) eram
2R/2R, 18 (33,3%) 2R/3R e 24 (44,5 %) apresentaram genoétipo 3R/3R.
Das 54 amostras, 24 (44,4%) apresentaram alelo selvagem CC para
C677T da MTHFR, 20 (37,1%) eram heterozigotos CT e 10 (18,5%) eram
TT. Para o polimorfismo A1298C da MTHFR, 53 amostras amplificaram,
sendo 32 (60,4%) AA, 19 (35,8%) AC e 2 (3.8%) CC, dados sumarizados

na Tabela 3.



Tabela3. Freqiuéncia dos polimorfismos 5 'UTR TS, C677T e A1298C do MTHFR

em amostras de carcinoma ductal invasivo.

TS (%) n=54 C677T MTHFR (%) A1298C MTHFR (%)
n=54 n=53
2R/2R 2R/3R 3R/3R CC CT TT AA AC CC
12 18 24 24 20 10 32 19 2
(22.2) (33.3) (44.5) (44.4) (37.1) (18.5) (60.4) (35.8) (3.8)

TS= timidilato sintase; MTHFR= metilenotetrahidrofolato redutase.
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A tabela 4 apresenta a associacao do padrdao de metilagao com

parametros clinicos das amostras de CDI. Ndo foi encontrada diferenca

estatisticamente significante entre o padrdao metilado e nao metilado, dos

genes CDH1, BRCA1 e hMLH1, quando associados com estadio, grau

histologico e idade das pacientes.

Tabela 4. Distribuicdo do padrdao de metilacdo dos genes CDH1, BRCA1, hMLH1 de
acordo com o estadio, grau histologico e idade de pacientes com carcinoma ductal

invasivo.
CDH1 BRCA1 hMLH1

U (%) M (%) U (%) M (%) U (%) M (%)
Estadio
I/I1I 12 (50) 12 (50) P=0.353 26 (100) 0 (0) P=0.435 19 (82.6) 4 (17.4) P=0.693
111 6 (33.3) 12 (66.7) 19 (95) 1(5) 12 (75) 4 (25)
Grau Histoldgico
I/11 5 (35.7) 9 (64.3) P=0.495 14 (100) 0 P=0.516 11 (84.6) 2 (15.4) P=1.000
I1I 10 (50) 10 (50) 21 (91.3) 2(8.7) 17 (85) 3 (15)
Idade (anos)
>45 13(38.2) 21(61.8) P=0.176 34 (94.4) 2(5.6) P=1.000 23(82.1) 5(17.9) P=1.000
<45 7 (63.6) 4 (36.4) 13 (100) 0 12 (85.7) 2 (14.3)

U= nao metilado; M= metilado.
Teste exato de Fisher com IC 95%.
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A associacao do padrao de metilagcdao da regidao promotora dos
genes CDH1, BRCA1, hMLH1 com os gendtipos 2R/2R, 2R/3R, 3R/3R do
gene TS; CC, CT e TT (677) e AA, AC e CC (1298) do MTHFR estao
sumarizados na tabela 5. Quando avaliada a associacao desse mesmo
padrao de metilacado com os polimorfismos das enzimas TS e MTHFR
conjuntamente, ndo foi encontrada associacdao significativa (p>0.05)

(dados nao apresentados).

Tabela 5. Associacdo do padrdao de metilagao dos genes CDH1, BRCA1, hMLH1 de acordo
com os polimorfismos TS e MTHFR.

CDH1 BRCA1 hMLH1
U (%) M (%) U(%) M (%) U (%) M (%)
TS
2R/2R 5 (41.6) 7 (58.4)  P=0.995 10(90.9) 1(9.1) P=0.377 8(80) 2 (20) P=0.520
2R/3R 6 (42.8) 8 (57.2) 17 (94.4) 1 (5.6) 12 (92.3) 1 (7.7)
3R/3R 10 (43.4) 13 (56.6) 24 (100) 0 17 (72.2) 5 (27.8)
C677T MTHFR
CC  7(31.8) 15 (68.2) P=0.299 23(95.8) 1(4.2) P=0.771 19(90.4) 2(9.6)  P=0.283
CT 8(47) 9 (53) 18 (94.7) 1 (5.3) 12 (80) 3 (20)
TT  6(60) 4 (40) 10 (100) 0O 6 (66.6) 3 (33.4)
A1298C MTHFR
AA 13 (46.4) 15(53.6) P=0.849 29 (93.5) 2(6.5) P=0.262 21 (84) 4 (16) P=0.903
AC 6 (33.3) 12 (66.7) 19 (100) 0 13 (76.5) 4 (23.5)
cc 2 (100) 0 2 (100) 0 2 (100) 0

U= nao metilado; M= metilado; TS= timidilato sintase; MTHFR= metilenotetrahidrofolato
redutase.
Teste exato de Fisher com IC 95%.
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DISCUSSAO

Neste trabalho foi avaliada a associacao do padrao de metilacao
dos genes CDH1, BRCA1, hMLH1 com estadio, grau histoldgico, idade das
pacientes e polimorfismos de enzimas do ciclo do folato (TS e MTHFR) em

54 amostras de carcinoma ductal invasivo.

E sabido que o CDH1 é um dos genes mais freqiientemente
inativado pela metilacdo nos casos de cancer esporadico (28) e que essa
frequéncia aumenta substancialmente com o progresso da doenca, o que
foi consistente com nossos resultados. Neste mesmo sentido, outros
estudos mostraram que a metilacgdo do CDH1 no cancer de mama é
heterogénea e estd presente em todos os estadios com uma tendéncia a
aumentar nos estadios tardios e em metastase (29,30) o que faz sentido
se levarmos em conta sua funcdao de manutencado do fendtipo epitelial.
Concordando com nossos resultados, Caldeira et al. observaram 72% das
amostras hipermetiladas para o CDHI1, entretanto, também nao
encontraram associacao estatisticamente significante com estadio, grau
histologico e idade das pacientes (31) sugerindo que a mudanca do
padrdo de metilacdo ndo tenha sido relacionada a idade mas por
desregulacao da atividade da metiltransferase durante a progressao do
tumor (32).

Varios mecanismos podem estar envolvidos na baixa expressao
do BRCA1 no cancer de mama, entretanto, uma possivel explicacdo para a
pequena taxa de metilacdo observada, independente do estadio, poderia
ser dada pela andlise de LOH (perda de heterozigose). Esteller et al.,
descreveram que a freqléncia de metilacdo no BRCA1 é de 5% em CDI
sem LOH enquanto os CDI que apresentam LOH esta freqiéncia é de 20%.
Comparando com subtipos histoldgicos especificos como o mucinoso e o
medular, também encontrou uma menor freqliéncia de metilacdo
aberrante do BRCA1 nos CDI (24).



43

O silenciamento de genes supressores de tumor, pela
hipermetilacdo da regido promotora, é um evento comum e
aparentemente precoce na carcinogénese, conferindo a célula tumoral
vantagem seletiva de crescimento e instabilidade genética (33).
Entretanto, Naqvi et al. encontraram forte associagao (P<.0001) entre o
hMLH1 ndao metilado com estadio precoce do tumor, indicando que a
metilacdo deste gene é um evento tardio no cancer de mama (34).
Embora nao tenha sido estatisticamente significante, provavelmente pelo
numero reduzido de amostras, nossos resultados demonstram uma
tendéncia para essa mesma associacdao, sugerindo que o padrao de
metilacdo do hMLH1 nao seja um bom biomarcador para esse tipo de

tumor.

A diminuicao global de 5 metilcitosina e hipermetilagdo aberrante
em Joci especificos, sao eventos esperados durante o envelhecimento
celular e associados a carcinogénese (35). Embora no presente estudo a
associacao da idade com hipermetilacao nao tenha sido estatisticamente
significante em nenhum dos genes estudados, a grande maioria, 61.8% e
100%, das amostras metiladas, foram de pacientes com idade = 45 anos
para o CDH1 e BRCA1, respectivamente. No caso do AMLH1, esta
tendéncia ndo pb6de ser observada. Poderia ser especulado que este gene
esteja “protegido” do processo de metilagcdao aberrante provavelmente pela
sua funcao de manutencdo da estabilidade genética, fundamental para a

sobrevivéncia da célula.

Varios estudos tém sido publicados investigando a associacao
entre polimorfismos em enzimas do ciclo do folato com metilagcao
aberrante no promotor de genes em diversos tipos de tumores, porém,
com resultados inconsistentes. Neste trabalho, ndao houve associagao
estatisticamente significante, entre o padrao de metilagao dos genes
CDH1, BRCA1 e hMLH1 e os polimorfismos das enzimas TS e MTHFR.

Com relacdo a TS, Zhai et al., fizeram uma analise com estudo

caso-controle, n=432 e n=473 respectivamente, de suscetibilidade ao
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cancer de mama na presenca dos polimorfismos 5 UTR TS e também nao
encontraram resultados estatisticamente significantes (36). Embora
estudos de associagdes do polimorfismo da TS e metilacao aberrante nao
tenham sido encontrados, ja se sabe que esse polimorfismo estd
relacionado com uma maior sensibilidade ao agente quimioterapico 5-
fluoracil (37), reforcando a idéia que suas variantes tém um papel

importante na biologia do tumor de mama.

Corroborando nosso trabalho, os polimorfismos no gene da
MTHFR nao foram associados com a hipermetilacao da regiao promotora

em canceres coloretal (38), cervical (39) e esofagico (40).

No cancer de mama, especificamente, poucos trabalhos tém feito
essa associacao. Li et al., investigaram se polimorfismos em enzimas do
folato, entre eles o MTHFR C677T, estavam associados com a metilacao
da regiao promotora de sete genes, incluindo o CDH1. Em 227 casos de
cancer de mama e, concordando com nossos resultados, ndo observaram
nenhuma associacao (41). Tao et al., também ndo encontraram nenhuma
associacao entre os polimorfismos MTHFR e MS (metionina sintase) com
metilagdao aberrante nos genes CDH1, p16, RAR-B, em 803 tumores de
mama (42). Neste trabalho, o que pdde ser observado, foi que a presencga
do genétipo TT do polimorfismo T677T da MTHFR juntamente com o
genodtipo 3R/3R da TS pareceu ter um papel protetor para metilagao
aberrante no gene BRCA1, provavelmente pela diminuicao da atividade

enzimatica da MTHFR e aumento da atividade da TS.
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CONCLUSAO

Os fatores que resultam na metilagao aberrante ainda nao sao
bem conhecidos. Entretanto, a deficiéncia de folato tem sido associada a
esse mecanismo (6,7). Portanto, polimorfismos em genes de enzimas
chaves no metabolismo do folato como a TS e MTHFR, poderiam

influenciar a manutengao da via de metilagao.

Nao houve associacao estatisticamente significante da
hipermetilagao dos genes CDH1, BRCA1 e hMLH1 com estadiamento, grau

histologico e idade das pacientes.

O padrao de metilacdao da regiao promotora dos genes CDH1,
BRCA1 e hMLH1, nao foi alterada com a presenca dos polimorfismos
5'UTR TS, C677T e A1298C MTHFR. Porém, o genétipo TT MTHFR
juntamente com o genodtipo 3R/3R da TS pareceu sugerir um papel
protetor da metilagao aberrante para o gene BRCA1, embora nao tenha

sido estatisticamente significante.

Estudos com numero maior de amostras, que inclua outras
enzimas importantes do ciclo do folato como, por exemplo, a MS e que
avalie a ingestao de folato na dieta sao necessarios para obter resultados

mais consistentes.
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3. ANEXOS
TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Instituicao: Universidade Federal do Ceara
Departamento de Patologia e Medicina Forense
Laboratério de Genética Molecular
Endereco: R. Coronel Nunes de Melo, 1127 Porangabucu
Pesquisador Responsavel: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Titulo: Polimorfismos de enzimas do ciclo do folato em cincer de mama: risco e
resposta terapéutica a 5-fluorouracil e metotrexato

Eu, por este meio, fui
informado (a), em detalhes, sobre o estudo intitulado “Polimorfismos de enzimas do ciclo do
folato em cancer de mama: risco e resposta terapéutica a S-fluorouracil e metotrexato™.

Eu serei um dos participantes deste estudo em diversas instituicoes.

O estudo em questdo pretende associar fatores genéticos de risco, que podem levar ao
desenvolvimento do cancer de mama, e o padrao de sensibilidade deste tumor aos
quimioterapicos mais usados, de modo a efetuar medidas preventivas e obter o miximo de
beneficios para o paciente. Eu compreendo que minha participacao é inteiramente voluntaria.

Todos os dados da minha participacdo neste estudo serdo documentados e mantidos
confidencialmente, sendo disponivel apenas para as autoridades de saude e profissionais
envolvidos neste estudo, os quais, quando necessario, terdo acesso a0 meu prontudrio.

Como minha participacdo € voluntdria, posso abandonar o estudo a qualquer
momento, sem que resulte em qualquer penalidade ou perda de meus direitos onde recebo
atendimento médico.

Se eu tiver qualquer ddvida ou perguntas relativas a este estudo ou aos meus direitos
no que diz respeito a minha participacdo, posso entrar em contato com Raquel no telefone
91812556 ou Dra. Silvia Helena no telefone 99945689.

Assinatura do paciente:

Data: / /

Endereco e telefone do paciente:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:

Data: / /

Assinatura do investigador:
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-
) sy Universidade Estadual Paulista
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n° - Botucatu —S.P.
CEP: 18.618-970

FonefFax: (Oxx14) 3811-6143

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br

Registrado no Ministério da Salde em 30 de
abril de 1997

Botucatu, 02 de junho de 2008 Of. 227/08-CEP

Tlustrissima Senhora

Prof® Dr® Maria Inés de Moura Campos Pardini
Divisdo de Hemocentro da

Faculdade de Medicina de Botucatu.

Prezada Dr? Maria Inés,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de Pesquisa
"Metilagdo e polimorfismos em cdncer de mama“, a ser conduzido por Chiara de
Campos Legnaro, orientada por Vossa Senhoria, com a colaboragdo das Dras Silvia
Helena Barem Rabenhorst e Adriana Camargo Ferrasi, recebeu do relator parecer
favordvel, aprovado em reunido de 02/06/08. Ndo € necessdrio o envio a CONEP
haja vista cumprir aos termos da Resolugdo 340/2004.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Ao final da execugdo deste Projeto, apresentar
ao CEP "Relatdrio Final de Atividades”.

ATenc!}ezsamenTe,
§ \
XOUN

Alberto Santos Cape\luppi
Secretdrio do CEP. !



Univcrsidad Fral do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N°® 649/05 Fortaleza, 23 de setembro de 2005
Protocolo COMEPE n° 306/04

Pesquisador responsavel: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Dept®./Servico: Departamento de Patologia e Medicina Legal/UFC

Titulo do Projeto: "Polimorfismo de enzimas do ciclo do folato em cancer de
mama: risco e resposta terapéutica a 5-fluorouracil e metotrexato”

Levamos ao conhecimento de V.S* que o Comité de Etica em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Cearda — COMEPE, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satide — Ministério da Saude, Resolugdo n°196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugdo n° 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diario Oficial,
em 16 de outubro de 1996 ¢ 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunido do dia 22 de setembro de 2005.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer a enviar
o relatorio parcial e final do referido projeto.

Atenciosamente,
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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