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RESUMO 

 
Estudos epidemiológicos sugerem que o polimorfismo da metilenotetraidrofolato 

redutase (MTHFR), C677T, pode modificar o risco de câncer colorretal (CCR) e 

câncer de mama (CM). O polimorfismo C677T está associado à expressão de uma 

enzima termolábil de baixa atividade, e afeta diretamente o nível de folato, crucial 

para evitar o estado de hipometilação genômica. Considerando que as 

anormalidades de metilação são importantes na patogênese do CCR e CM, este 

trabalho avaliou em amostras de CCR, a relação entre o polimorfismo C677T da 

MTHFR, hipermetilação da região promotora de cinco genes (DAPK, MGMT, 

hMLH1, p16INK4a and p14ARF) e instabilidade de microssatélites (MSI). Nos casos 

de CM, os genótipos do polimorfismo C677T foram analisados com relação aos 

parâmetros clínicos das pacientes, e o estadiamento da doença. A genotipagem do 

polimorfismo C677T foi realizada através da técnica PCR-RFLP. Não foi 

encontrada associação entre genótipo 677TT e CCR. Não houve diferença das 

freqüências genotípicas da C677T, em relação à presença ou ausência de 

hipermetilação de um ou mais locos analisados. Por outro lado, houve uma forte 

associação entre o genótipo TT e a presença de MSI. Essa associação parece ser 

independente do status de metilação do promotor do gene hMLH1, ou da 

ancestralidade genômica dos pacientes (genotipados através da análise de indels). 

Em relação ao CM, não foi encontrada associação estatística entre genótipo TT e 

CM. Não houve diferença estatística das freqüências genotípicas da C677T com 

relação ao tabagismo, à idade e status hormonal (pré ou pós-menopausa), no 

momento do diagnóstico. No entanto, foi encontrada uma forte associação 

estatística entre o genótipo TT e pacientes com CM etilistas e pacientes 

diagnosticadas no estadio IIIA. Nossos resultados sugerem que os efeitos 

deletérios advindos da baixa atividade da MTHFR, associados à potente ação 

antagonista do folato, induzida pelo álcool, podem aumentar o risco para CM. 

Apesar de encontrarmos associação entre estadio avançado da doença e genótipo 

TT, o estadiamento neste estudo pode estar ligado à temporalidade do 

diagnóstico, não refletindo a agressividade tumoral. Estudos adicionais focados na 

relação do álcool, estadiamento para CM e polimorfismo da MTHFR devem ser 

realizados. O uso preventivo de folato, para pacientes etilistas portadoras do 

genótipo TT, deve ser considerado, com o objetivo de reverter os efeitos do 

genótipo 677TT no CM. 
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ABSTRACT 

  
Epidemiologic studies suggest that the methylenetetrahydrofolate reductase 

(MTHFR) C677T polymorphism may modify the risk of both colorectal cancer 

(CRC) and breast cancer (BC). The C677T polymorphism is associated with the 

expression of a thermolabile enzyme with decreased activity that influences the 

levels of methyl-donor molecules. Considering that methylation abnormalities 

appear to be important in the pathogenesis of CRC, we have examined the 

relationship between the genotype at the MTHFR C677T polymorphism, 

hypermethylation of the promoter region of five genes (DAPK, MGMT, hMLH1, 

p16INK4a and p14ARF) and microsatellite instability (MSI) in 106 patients with CCR. In 

195 BC cases, the genotype C677T was correlated with clinical parameters of the 

patients and stage of disease. The MTHFR C677T polymorphism was assessed by 

using polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-

RFLP). The analysis of MTHFR 677 TT genotype between cases and controls did 

not reveal any statistically significant difference. We did not show statistically 

significant differences in the genotypic frequencies of the MTHFR C677T 

polymorphism with or without hypermethylation of one or multiple loci. However, 

our study found a significant excess of 677TT individuals among patients with CRC 

with MSI. This strong association appears to be independent of the methylation 

status of hMLH1 or of the biogeographical genomic ancestry of the patients (typed 

utilizing indels). An explanation for this mechanism between MSI, 677TT genotype 

and CCR is not clear. We did not find statistical difference in the frequency of 677 

TT genotype between controls and BC cases. In BC patients, no frequency 

differences of 677 TT genotype were observed among smoking habit, age, and 

menopausal status at the initial diagnosis. However, a strong statistical association 

was found between TT genotype and BC alcohol drinkers and BC stage IIIA. Our 

results suggest that the low activity of the MTHFR, and the powerful folate 

antagonistic action of alcohol, could increase the risk for BC. Besides the 

association between severity of disease and TT genotype, in this study, BC stage is 

linked to temporality of diagnosis and does not reflect tumor aggressiveness. 

Additional studies should be carried out to clarify the relationship among alcohol 

drinking, stage, and. MTHFR C677T polymorphism. The preventive use of folate for 

BC drinkers, bearing 677 TT genotype, may be considered to reverse the effect of 

genotype 677TT. 
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1. CÂNCER COLORRETAL E CÂNCER DE MAMA 

 

1.1 Incidência e Fatores de Risco 

 

O câncer colorretal humano (CCR) é um dos tumores mais freqüentes, e 

de alta incidência em todo o mundo. A cada ano são diagnosticados mais de 

100.000 casos nos Estados Unidos (Jemal et a., 2004). As Estimativas de 

Incidência de Câncer no Brasil para 2006, publicadas pelo Instituto Nacional do 

Câncer (INCA), apontam o câncer colorretal como o 5º tumor maligno mais 

freqüente entre homens (com 11.390 casos novos), e o 4º entre as mulheres 

(13.970 casos novos). A maior incidência de casos é de câncer esporádico e 

ocorre na faixa etária entre 50 e 70 anos, mas as possibilidades de seu 

desenvolvimento aumentam a partir dos 40 anos. A maior concentração dos de 

CCR ocorre nas regiões Sul e Sudeste do Brasil (Brasil, 2006).  

Os fatores ambientais e hereditários que contribuem para o 

aparecimento da doença são: presença de pólipos adenomatosos (incluindo 

polipose familar adenomatosa), excesso de peso, tabagismo, alta ingestão de 

álcool e dieta pobre em vegetais e rica em alimentos de origem animal, 

particularmente a carne (Sharp & Little, 2004). 

O câncer de mama (CM) é muito freqüente e constitui um grave 

problema de saúde pública. É, provavelmente, o câncer mais temido pelas 

mulheres, devido à possível mutilação pelo tratamento, afetando a sexualidade 

e a imagem pessoal. O CM esporádico é relativamente raro antes dos 35 anos 

de idade, mas, acima desta faixa etária, sua incidência cresce rápida e 

progressivamente. Estima-se que a incidência mundial do câncer de mama é 
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de 1 milhão de casos por ano, sendo que mais da metade deles se concentra 

nos Estados Unidos e Europa (Dumitrescu & Cotarla, 2005). As estatísticas 

indicam aumento de sua freqüência nos países em desenvolvimento, sobretudo 

nos ocidentais. De acordo com a Estimativa de Incidência de Câncer no Brasil 

para 2006, o câncer de mama será o segundo de maior incidência, com 48.930 

casos, e a primeira causa de morte entre as mulheres (Brasil, 2006). Apesar de 

a incidência estar aumentando com o tempo, felizmente, nos últimos 10-15 

anos, a mortalidade declinou em 2,3% por ano, devido a múltiplos fatores, 

incluindo avanços na triagem do câncer e novos regimes de tratamento 

(Stewart et al., 2004). 

Alguns fatores de risco para o desenvolvimento estão bem estabelecidos 

e incluem: idade (aumento em 100 vezes na incidência após 45 anos) (Hulka & 

Moorman, 2001), localização geográfica (o país com a maior incidência 

atualmente é a Holanda), status sócio econômico (maior número de casos em 

classe alta), eventos reprodutivos (menarca, menopausa, gravidez e 

amamentação), hormônios exógenos (terapia de reposição hormonal), estilo de 

vida (atividade física, consumo de álcool, tipo de alimentação, obesidade), 

densidade mamográfica; história pregressa de doença benigna da mama, 

fatores ambientais (exposição à irradiação ionizante) e história familiar positiva 

(Dumitrescu & Cotarla, 2005). 

 

Apesar dos avanços tecnológicos e terapêuticos que visam a melhorar o 

prognóstico e a sobrevida dos pacientes com ambos os tumores, a detecção 

precoce ainda é falha. Estima-se que 50% dos casos são diagnosticados em 

estádios avançados (Ministério da Saúde. Estimativa 2005: Incidência de 
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Câncer no Brasil). Neste contexto, a busca pela melhoria de estratégias 

preventivas e/ou diagnósticas são necessárias para avaliar os pacientes. No 

CM a mastectomia é curativa para as pacientes com lesão in situ (carcinoma in 

situ), e no CCR, a detecção precoce diminui significativamente a taxa de 

mortalidade por essa doença. Por isso, torna-se urgente a busca de 

marcadores moleculares de valor diagnóstico e prognóstico, relacionados a 

tumorigênese. Recentemente, vários marcadores moleculares tumorais estão 

sendo descobertos e, futuramente, poderão ser ferramentas de detecção 

precoce ou que permitirão predizer o risco de desenvolvimento tumoral. Assim 

será viável diferenciar os pacientes com alto risco de metástases daqueles com 

lesão in situ, e determinar a conduta terapêutica mais adequada (Going & 

Gusterson, 1999). 

 

2. O CÂNCER É UMA DOENÇA GENÔMICA 

 

Atualmente, sabe-se que o câncer é uma doença eminentemente 

genômica (e conseqüentemente genética) e emerge da expansão territorial de 

um clone que, através de mutações somáticas cumulativas (herdadas ou 

adquiridas ao longo da vida), adquire vantagens adaptativas crescentes e 

progressivas (Weinberg, 1996). Durante a tumorigênese, uma célula normal 

adquire a habilidade de esquivar-se dos mecanismos reguladores que 

controlam o crescimento celular, a morte celular programada ou apoptose, a 

angiogênese e a invasão do tecido adjacente e à distância, dando origem às 

metástases (Weinberg, 1996; Hanahan & Weinberg, 2000).  
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A perda precoce da capacidade de controle na replicação celular pode 

ser causada por alterações genéticas e epigenéticas, que são perpetuadas 

com a progressão do tumor. Essas alterações interferem no funcionamento do 

complexo e eficiente sistema de monitoramento (caretaker) do DNA que 

envolve genes e enzimas de reparo de DNA, genes supressores de tumor e 

oncogenes, gerando uma instabilidade genômica que modifica drasticamente a 

maquinaria celular (Klausner, 2002). Como conseqüência do mau 

funcionamento desse sistema de vigília genômico, as células adquirem a 

capacidade de apresentar insensibilidade aos sinais de anti-crescimento, auto-

suficiência da produção dos sinais mitogênicos de crescimento, resistência à 

apoptose e indução da angiogênese (Hanahan & Weinberg, 2000). Assim, 

ocorre uma rápida e desordenada expansão clonal, originando tumores 

agressivos, invadindo o tecido primário local e adjacente, e que, através de 

metástases, são capazes de modificar a homeostasia de outros órgãos e 

tecidos (Lengauer, 1998; Keith & Loeb, 2000).  

. 

2.1 Fatores Genéticos e Epigenéticos 

 

Os estudos atuais sugerem que o desenvolvimento do tumor mamário 

de baixo grau segue etapas seqüenciais distintas, iniciando-se como 

proliferações ductais (hiperplasias com ou sem atipias), e gradualmente o 

tumor progride para carcinoma in situ, carcinoma invasor e carcinoma 

metastático. O surgimento do CCR segue a seqüência (“multi-step”) de 

adenoma para carcinoma. Ambos os modelos de desenvolvimento da 

carcinogênese mamária e colorretal estão diretamente relacionados ao 
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acúmulo de modificações genéticas e epigenéticas (Szyf et al., 2004a). A 

progressão tumoral do CM para o tipo invasor e o tipo metastático 

provavelmente resulta do acúmulo no carcinoma in situ de vários eventos 

genéticos e epigenéticos (Lacroix et al., 2004).  

Há anos atrás, o fator genético era considerado como o fator causal da 

carcinogênese, pois explica a característica irreversível dos tumores. É 

indiscutível que a presença de alterações genéticas (mutações em genes, 

rearranjos, deleções, duplicações, inserções, erro de pareamento de bases e 

recombinação) que acometem o DNA das células é evento marcante para o 

início, desenvolvimento e manutenção do câncer (Sugimura & Ushijima, 2000; 

Feinberg, 2004). O câncer colorretal hereditário (polipose adenomatosa 

familiar) é uma causa rara de CCR, ocorrendo em menos de 1% de todos os 

casos. É uma doença autossômica dominante, causada por mutações 

germinativas no gene APC (“adenomatous polyposis coli”). Aproximadamente 

de 5 a 10% de todos os casos de câncer de mama e ovário são hereditários 

(Offit, 2000), a herança é do tipo autossômica dominante e os portadores de 

mutação dos genes supressores de tumor BRCA1 ou BRCA2 apresentam 

penetrância, aos 70 anos, de 70-85% para carcinoma de mama e, de 20-60%, 

para carcinoma de ovário (Ford et al., 1994). 

Porém, em decorrência das evidências de que algumas alterações são 

reversíveis, sendo estas características singulares dos fenômenos 

epigenéticos, os estudos voltados para o modelo epigenético ajudaram a 

compreender o quebra-cabeça do paradigma da biologia do câncer. O modelo 

epigenético de câncer não contradiz o modelo genético, ambos se 
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complementam. Na verdade, um pode predispor ao outro na indução da 

carcinogênese (Verma & Srivastava, 2002).  

Alterações epigenéticas são modificações do genoma transmitidas 

durante a divisão celular, que não envolvem mudança na sequência de DNA 

(Esteller, 2003; Feinberg, 2004), apresentam um caráter hereditário e são 

capazes de modificar a expressão gênica (Jones & Laird, 1999). As 

características singulares das alterações epigenéticas que as diferenciam das 

alterações genéticas incluem: (1) sua potencial reversibilidade; (2) efeito de 

posição – isto é, promove efeitos nos genes à distância, porém, quanto maior a 

distância entre o ponto de alteração epigenética e o gene alvo, menor será o 

poder de alteração deste, podendo até mesmo inexistir; (3) alta freqüência de 

alterações, infinitamente maior do que aquelas presentes em mutações e (4) 

pode ser modificada pelo ambiente (Feinberg, 2004). Geralmente as 

modificações epigenéticas não estão associadas ao câncer familiar em 

contraposição ao modelo genético.  

Notadamente, um dos principais fenômenos epigenéticos, a metilação 

de DNA, tem sido reconhecida como uma das principais modificações 

presentes em neoplasias (Sugimura & Ushijima, 2000). A hipometilação do 

genoma e a hipermetilação (restrita às áreas localizadas dentro da região 

promotora de genes, as ilhas de CpG) são cruciais para a manutenção da 

integridade celular. Os eventos de hipometilação ou hipermetilação de genes 

podem ocorrer simultaneamente, sem necessariamente estabelecer uma 

relação de causa e efeito. Além disso, esses fenômenos podem promover o 

crescimento celular desordenado em determinado tecido e, em outro, diminuir o 

risco de câncer, não existindo uma regra rígida. O que exemplifica bem essa 
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informação foram experimentos em que se utilizaram ratos, nos quais 

evidenciou-se que a redução da atividade da DNA metiltransferase (DNMT) 

leva a hipometilação e instabilidade cromossômica, aumentando a incidência 

de linfomas e reduzindo tumores intestinais em ratos (Laird et al., 1995; Gaudet 

et al., 2003). Um equilíbrio entre esses eventos é relevante para garantir, pelo 

menos em parte, um status epigenético desfavorável para a formação e 

progressão tumoral. 

 

2.1.1 Metilação aberrante de DNA em Câncer 

 

Em humanos, a metilação de DNA envolve, predominantemente, a 

adição covalente de um grupo metil (CH3) à posição 5’ da citosina que precede 

uma guanosina na seqüência de DNA (dinucleotídeo CpG). A distribuição dos 

grupamentos CpG no genoma é assimétrica, e localizam-se principalmente 

reunidos (“ilhas CpG”) nas regiões de promotores de genes (Robertson & 

Wolffe, 2000). Pelo menos metade dos genes, em nosso genoma, possui 

regiões ricas de ilhas CpG nos promotores. Na imensidão do genoma humano, 

cerca de 80% dos nucleotídeos CpG, que não pertencem às ilhas CpG, 

encontram-se fortemente metilados (Herman & Baylin, 2003). Em contraste, os 

dinucleotídeos presentes nas ilhas CpG, especialmente aqueles associados 

aos promotores, geralmente se encontram não-metilados (Robertson & Wolffe, 

2000). A metilação que ocorre nas ilhas CpG localizadas em promotores 

silencia a expressão gênica e é considerado um evento celular normal que 

regula a expressão gênica. 
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A hipermetilação é parte de um processo que afeta vários genes 

simultaneamente, alguns dos quais podem ser cruciais para a formação de 

uma neoplasia e/ou progressão tumoral. Essa alteração é evento 

freqüentemente observado em casos de câncer esporádicos (Esteller et al., 

2001). 

  A inativação gênica por metilação pode produzir seletivamente a perda 

da função de um gene supressor tumoral (De Bustros et al., 1988). Na verdade, 

já foi identificada a presença de hipermetilação da região promotora de 66 

diferentes genes, todos eles envolvidos com o desenvolvimento tumoral (Issa 

et al., 1994). Dentre esses, destacam-se o gene supressor de tumor BRCA1, 

os genes envolvidos no ciclo celular p16INK4a, p 14ARF (Baylin et al., 1998; Issa 

et al., 1994), os genes com provável função supressora tumoral CDH1 

(caderina-E), ESR1 e ESR2 (receptor de estrógeno) (Issa et al., 1994; Parrela 

et al., 2004), os genes envolvidos no reparo de DNA, hMLH1 (homólogo 

humano do MutL bacteriano) e MGMT (O6-metilguanina-DNA metiltransferase) 

e o gene associado a apoptose ligado a proteína quinase, DAPK. A metilação 

aberrante - em conjunto ou isoladamente - desses genes está freqüentemente 

associada à patogênese do CCR e também do CM. Por exemplo, 58% dos 

CCR apresentaram hipermetilação em pelo menos uma região promotora dos 

genes DAPK, MGMT, hMLH1, p16INK4a e p14ARF (Anacleto et al., 2005 a e b). 

Já foram descritos mais de 35 genes com hipermetilação da região promotora 

associados ao CM. No CM a hipermetilação de alguns genes acontece 

precocemente, antes do desenvolvimento de metástases (Lacroix et al., 2004) 
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2.1.2 Hipometilação e Câncer 

 

Várias linhas de evidência indicam que, quando ilhas CpG são 

metiladas, o genoma das células cancerosas torna-se hipometilado. Uma célula 

maligna contém entre 20 a 60% a menos de 5-metilcitosina do que uma célula 

normal. As regiões no genoma que freqüentemente se encontram 

hipometiladas incluem os exons, os introns e as seqüências de DNA 

repetitivas. A hipometilação genômica contribui para a carcinogênese por meio 

de três possíveis mecanismos: (1) instabilidade cromossômica, (2) reativação 

de elementos transponíveis, (3) perda do imprinting (Liu et al., 2003; Szyf et al., 

2004; Esteller 2005). O DNA não-metilado favorece recombinação mitótica 

levando à perda da heterozigose à promoção de rearranjos, detectáveis em 

cariótipos. Além disso, a demetilação em seqüências centroméricas é comum 

no câncer humano e deve ter um papel importante na aneuploidia (Esteller, 

2003). A perda da metilação poderia ativar a expressão de protoncogenes 

quiescentes, ativando uma cascata de eventos que culminaria com a 

transformação maligna (Goelz et al., 1985). 

As principais fontes alimentares doadoras de grupamentos metila são os 

folatos, a metionina e a vitamina B12. Uma dieta pobre nestes nutrientes induz 

a ocorrência de hipometilação genômica em humanos e em ratos. Esses 

animais, quando submetidos a dieta pobre nestes nutrientes, desenvolveram 

câncer hepático, câncer de pulmão e CCR (Pogribny, 1997). Em humanos, a 

hipometilação está associada a vários cânceres, incluindo CCR (Pufulete et al., 

2003), mama (Szyf et al., 2004) e ovário (Cheng et al., 1997), e tumor de Wilms 

(Ehrlich et al., 2002). Não se sabe precisamente qual é o nível de deficiência de 
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folato que é capaz de promover hipometilação ou instabilidade genômica. 

Experimentos in vitro, em que se utilizaram cultura de células humanas, 

mostraram que níveis de ácido fólico superiores a 180 nmol/L e 120 nmol/L 

minimizam quebra de DNA e incorporação errônea de uracila, respectivamente 

(Fenech, 2003). Em humanos, indivíduos com nível de folato sérico entre 8 a 

35 nmol/L estão relacionados à instabilidade genômica (Kimura et al., 2004). 

Em conjunto, níveis de vitamina B12 maiores que 300 pmol/L, folato plasmático 

maiores que 34 nmol/L e homocisteína plasmática menores que 7,5 mol/L 

podem reduzir a hipometilação de DNA em humanos. Essas concentrações 

são alcançadas quando há ingestão diária de pelo menos 400 g/dia de ácido 

fólico e 2 g/dia de vitamina B12 (Fenech, 2003).  

É amplamente aceito que a hipometilação no câncer não é um evento 

restrito apenas ao tecido tumoral. A presença de hipometilação foi observada 

tanto nas células do tumor colorretal, quanto na mucosa colônica não-afetada 

do mesmo paciente (Feinberg et al., 1983, Goelz et al., 1985, Cravo et al., 

1994). Isso reforça a teoria de que a hipometilação é um evento precoce e 

consistente na carcinogênese. 

Uma metilação eficiente do genoma depende da adequada 

disponibilidade dos substratos doadores do grupamento metila. 

Bioquimicamente, a manutenção desses substratos é realizada através do 

funcionamento eficaz do metabolismo de um-carbono ou metabolismo do 

folato. Teoricamente, se esse metabolismo for ineficiente, a hipometilação 

poderá ocorrer, contribuindo para a progressão da carcinogênese. Devido a 

isso, é crescente o número de trabalhos que estudam a fundo a relação entre 
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as enzimas pertencentes ao metabolismo do folato, a hipometilação e o CCR e 

CM. 

 

2.2 Instabilidade de Microssatélites 

 

A instabilidade de microssatélites (MSI) representa um dos mecanismos 

moleculares de instabilidade genômica. Os microssatélites são repetições em 

tandem de seqüências de DNA (mono, di, tri, tetra e pentanucleotídeos) que 

estão espalhados em todo genoma. Por causa da sua natureza repetitiva, 

essas seqüências estão sempre sujeitas a alterações freqüentes no número de 

repetições, originando a instabilidade de microssatélites (MSI). A MSI é definida 

como uma alteração no tamanho do microssatélite causado por deleção ou 

inserção de nucleotídeos no DNA do tumor quando comparado com o tecido 

normal (Boland et al., 1998). Esse fenômeno é causado por falha do sistema de 

reparo por erro de pareamento (MMR, do inglês mismatch repair) que ocorre 

durante a replicação de DNA. Mutações germinativas nos genes que estão 

envolvidos no reparo de DNA, como MLH1, MSH2 ou MSH6, diminuem a 

eficiência do MMR, e culminam em taxas de mutações em microssatélites 100 

vezes maiores do que aquelas observadas em células normais (Thomas et al., 

1996).  

Um critério mínimo para determinação da MSI no CCR foi desenvolvido 

pelo National Cancer Institute (NCI, Bethesda Consensus Panel), o qual 

determina a inclusão da avaliação de dois microssatélites com repetições 

mononucleotídeos (BAT-25 e BAT-26) e três microssatélites com repetições 

dinucleotídeos (D2S123, D5S346 e D17S250). Os cânceres são subdivididos 
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em 3 grupos: microssatélites estáveis (MSS), baixa MSI (MSI-L; menos de 30-

40% de MSI nos locos investigados) e alta MSI (MSI-H; mais de 30-40% de 

MSI nos locos investigados) (Boland et al., 1998). Parece que a incidência de 

tumores com MSI varia de acordo com o grupo étnico estudado. A proporção 

de casos de CCR com MSI em indivíduos com descendência africana (45%) é 

superior à proporção observada em indivíduos de origem européia (20%) 

(Ashktorab et al., 2003). 

Dois mecanismos patogênicos foram propostos para o desenvolvimento 

dos CCRs (Lengauer et al., 1997). O primeiro, denominado “clássico”, 

representa 85% dos casos, apresenta estabilidade de microssatélites e 

depende de eventos mutacionais cumulativos (germinativos ou somáticos) em 

genes supressores de tumor e oncogenes, e freqüentemente envolve deleções 

cromossômicas, aneuploidias, perda alélica, amplificações e translocações 

(Cottrell et al., 1992).  

O segundo mecanismo, chamado “mutador”, representa os 15 % dos 

CCRs remanescentes. Esses tumores apresentam alta freqüência de MSI e, 

portanto, estão relacionados a mutações (germinativas ou somáticas) dos 

genes relacionados à maquinaria do sistema de reparo de DNA. Notadamente, 

os tumores “mutadores” apresentam um fenótipo específico (fenótipo mutador), 

que inclui a localização preferencial na região proximal do cólon direito, do tipo 

mucinoso, histologicamente pouco diferenciados e com infiltração linfocitária 

marcante. Esses tumores apresentam melhor prognóstico e são resistentes à 

quimioterapia adjuvante com 5-fluorouracil (Thibodeau et al., 1993; Ribic et al., 

2003; Lynch et al., 2003). Além disso, a instabilidade de microssatélites neste 

mecanismo, freqüentemente resulta da inativação do gene hMLH1 causado por 
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hipermetilação de sua região promotora (Herman & Baylin, 2000). Estudos 

recentes têm mostrado que no câncer colorretal esporádico, a perda da função 

de outros diferentes genes envolvidos no reparo de DNA ocorre devido à 

metilação aberrante de seus promotores. Isso reforça a estreita relação entre 

MSI e hipermetilação na patogênese do CCR. 

 

A informação sobre MSI e CM é confusa e inconsistente. As incidências 

variam entre 0 a 30%. Entretanto, provavelmente menos de 10% dos tumores 

são MSI-H. O papel exato da mutação dos genes de reparo (MMR) no 

desenvolvimento e prognóstico do CM requer melhores investigações (Schmitt 

et al., 1999; Lawes et al., 2002) 

 

3. METILENOTETRAIDROFOLATO REDUTASE (MTHFR) 

 

Um dos possíveis fatores de risco recentemente proposto para o CCR e 

CM é o polimorfismo C677T da MTHFR (revisto por Sharp & Little, 2004, 

Gershoni-Baruch et al., 2000). Essa ligação é bastante interessante, pois 

fenômenos epigenéticos, como hipermetilação da região promotora de genes e 

hipometilação genômica, são comuns em ambos os tipos de câncer. A MTHFR 

apresenta um papel central no complexo metabolismo de um-carbono - ou 

metabolismo do folato - e determina o equilíbrio entre as várias formas de 

folato, essenciais para metilação e síntese de DNA. 

O gene autossômico humano da MTHFR está localizado no 

cromossomo 1p36.3 e codifica uma flavoproteína de 656 aminoácidos. A 

MTHFR catalisa a conversão de 5-10-metilenotetraidrofolato (5-10 TIF) em 5- 
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metiltetraidrofolato (5-TIF, principal forma de folato plasmático circulante) que é 

um doador de grupamentos de carbono para a síntese de novo de metionina 

(Yamada et al., 2001; Kawakami et al., 2003). A metionina é a precursora para 

síntese de adenosilmetionina sulfato (SAM), um importante doador de 

grupamentos metila para metilação do DNA (Yamada et al., 2001, Kawakami et 

al., 2003). A enzima MTHFR tem um papel crucial no metabolismo do folato, 

importante para a manutenção da biossíntese de DNA e/ou RNA e metilação 

de DNA genômico (figura 1). É amplamente aceito que na ausência desses 

eventos, instala-se uma instabilidade genômica, que pode ser crítica para 

transformação oncogênica de células humanas, favorecendo uma possível 

ligação entre a enzima MTHFR e a carcinogênese. Atualmente, tem sido 

investigada a contribuição de outras enzimas (timidilato sintetase e metionina 

sintetase) que pertencem ao ciclo do folato, isoladamente ou em associação ao 

polimorfismo da MTHFR, na gênese do câncer (Ulvik et al., 2004; Etienne et al., 

2003; Ricciardiello et al., 2005). 

O polimorfismo mais importante do gene da MTHFR encontra-se na 

posição 677 (exon 4, códon 222) e altera um aminoácido altamente conservado 

no domínio catalítico N-terminal (C677T/Ala222Val). O camundongo com 

inativação do gene da MTHFR (MTHFR-knockout) apresenta morte com 

apenas alguns dias de vida (Chen et al., 2001). O polimorfismo C677T se 

localiza na base do sítio de ligação do co-fator flavina adenina dinicleotídeo 

(FAD), e assim diminui a afinidade de ligação do FAD à MTHFR e aumenta a 

taxa de dissociação do FAD à enzima (Guenther et al., 1999). Devido a isso, os 

indivíduos portadores do genótipo 677TT e 677CT estão associados à 

expressão de uma aloenzima termolábil com 30% e 60% de atividade 
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enzimática, quando comparados com genótipo 677CC (Frosst et al., 1995). Um 

outro polimorfismo, A1298C (glutamina para alanina, exon 7, codon 1298), é 

menos importante do ponto de vista bioquímico, pois altera menos a atividade 

enzimática da MTHFR (Weisberg et al., 1998). Os dois polimorfismos se 

encontram em desequilíbrio de ligação (C677T e A1298C) na população geral 

(Stegmann et al., 1999). Outros polimorfismos no gene da MTHFR têm sido 

reportados nas posições 1059, 1289, 1317 e 1793, entretanto são bem menos 

comuns do que o C677T e o A1298C, e a importância funcional de todos eles 

ainda não foi esclarecida. A homozigose do alelo 677 T está associada com 

níveis plasmáticos elevados de homocisteína, baixos níveis de folato sérico 

(Kluijtmans et al., 1998) e hipometilação genômica (Stern et al., 2000). Esses 

eventos em conjunto aumentam o risco para uma série de manifestações 

clínicas, como doenças cardiovasculares, retardo de desenvolvimento e 

defeitos de formação do tubo neural em fetos, complicações gestacionais, 

desordens psiquiátricas e câncer (para revisão Sharp & Little, 2004). Os tipos 

de câncer mais estudados incluem o cancer gástrico (Shen et al., 2001), o 

câncer esofágico (Song et al., 2001), o CCR (van Rijnsoever et al., 2002; 

Heijmans et al., 2003) e adenoma colorretal (Pufulete et al., 2003), o CM 

(Gershoni-Barush et al., 2000; Semenza et al., 2003), o câncer de colo de útero 

(Piyathilake et al., 2000; Goodman et al., 2001 Gerhard et al. 2003; Kang et al., 

2005) e as leucemias (Skibola et al., 1999). 
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3.1 Freqüências dos genótipos da MTHFR nas populações 

 

Existe uma variação étnica e geográfica na distribuição da freqüência do 

alelo 677T no mundo todo. Um estudo recente (Wilcken et al., 2006) avaliou a 

freqüência do alelo T em 7.000 recém-nascidos, em 16 áreas em todo mundo. 

Na Europa, a prevalência do genótipo 677TT aumenta nitidamente quando se 

caminha em direção ao sul do continente, partindo de valores menores no norte 

(4-7% na Finlândia, Helsink, Nordeste da Holanda e Rússia), para valores 

intermediários na França e Hungria (8-10%) até valores altos no sudeste (12-

15% na Espanha e norte da Itália) com o pico no sudeste da Itália (20-26% na 

região da Campanha e Sicília). O mesmo se observa na América do Norte, 

onde a freqüência de homozigotos TT aumenta do oeste do Canadá para a 

região sul dos Estados Unidos, com um pico no México (32% - 677TT). A 

variação étnica do genótipo 677TT é aparente entre os grupos, sendo maior 

nos indivíduos de origem hispânica (17%), intermediária entre os indivíduos de 

origem européia (10-15%) e extremamente baixa nos indivíduos 

afrodescendentes americanos (2,7%). O trabalho de Wilcken et al. (2006) não 

avaliou nenhuma população de origem africana, porém essa baixa 

porcentagem do genótipo 677TT também foi reportada em três estudos 

realizados com indivíduos da região do sub-Sahara africano, África do Sul e 

Zimbábue e cinco estudos que avaliaram negros norte-americanos. Em 234 

indivíduos provenientes da África Central, Gâmbia, Kênia e Madagascar, 

nenhum apresentou o genótipo 677TT (Schneider et al., 1998). Baseando-se 

nesses estudos, a freqüência do alelo T parece ser diferente entre os grupos 

étnicos de origem européia e africana. 
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Trabalho recente não demonstrou nenhuma diferença na freqüência do 

polimorfismo 677TT com relação à estratificação por sexo (Anderson et al., 

2005). No entanto, esse genótipo foi associado à alta mortalidade em 

populações idosas (Shannon et al., 2002). 

A população brasileira é muito heterogênea devido ao tipo de 

colonização. O Brasil acolheu imigrantes oriundos de três continentes 

principais: europeus (representados pelos portugueses - colonizadores), 

africanos (na figura dos escravos) e ameríndios. Após cinco séculos de mistura 

étnica entre esses três grupos, torna-se inviável correlacionar cor da pele à 

ancestralidade em nosso país (Parra et al., 2003). 

No Brasil, apenas um estudo mostrou a distribuição genotípica 677TT da 

MTHFR, maior entre os caucasianos (10,3%) e extremamente menor em 

negros (1,45%) e ameríndios (tribo Parakanã) (1,2%) (Arruda et al., 1998). 

Apesar de a porcentagem dos genótipos TT ser equivalente à dos valores 

encontrados em outro estudo (Wilcken et al., 2006), os indivíduos dos grupos 

“caucasiano” e “negros” foram selecionados através da aparência, cor da pele 

e entrevista sobre a origem ancestral, o que pode invalidar o estudo. 

A busca por ferramentas moleculares com o objetivo de estratificar 

etnicamente os indivíduos de acordo com sua ancestralidade genômica, e não 

através da cor da pele, é de extrema importância. O controle genômico deve 

ser realizado em todos os estudos (principalmente os do tipo caso-controle), 

que utilizam populações que apresentam elevado grau de mistura gênica, 

como a do Brasil. Recentemente, Bastos-Rodrigues et al. (2006) 

desenvolveram uma seleção de 40 locos polimórficos bialélicos de inserção-

deleção (indels), os quais são altamente informativos para sugerir a 
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ancestralidade de um indivíduo. Os indels apresentam características ideais 

para serem marcadores de controle genômico: estão espalhados em 

praticamente todos os cromossomos, possuem baixíssima taxa de mutação, 

possuem neutralidade seletiva e apresentam freqüência alélica entre 0,4-0,5. A 

utilização desta ferramenta pode ser útil para esclarecer se determinada 

associação entre dois fatores ocorreu devido à mera estratificação étnica ou 

não, validando os resultados dos estudos do tipo caso-controle. 

 

3.2 MTHFR e Câncer Colorretal 

 

A hipótese de uma associação direta entre o genótipo 677TT e o CCR é 

ainda controversa, pois se sabe que fatores ambientais são igualmente 

significantes para o risco de CCR. É notável que a concentração de folato 

sérico - e também da cobalamina -, é uma condição importante, e várias linhas 

de evidência reforçam a relevância da interação gene-nutriente para o risco do 

CCR (Friso et al., 2002). O álcool tem sido considerado também um importante 

fator de risco para o CCR, porque age como um antagonista do folato (revisto 

por Le Marchand, 2005).  

Indivíduos carreadores do genótipo 677TT têm baixos níveis de folato 

sérico e de vitamina B12 (diretamente relacionados com hipometilação 

genômica), e hiperhomocisteinemia, ambos fatores de risco para o 

desenvolvimento de CCR (Pufulete et al., 2003, Ma et al., 1997 e 1999). 

Paradoxalmente, os trabalhos mais recentes indicam uma associação inversa 

entre o genótipo TT e o risco de CCR (Chen et al., 1999; Ma et al., 1997; Toffoli 

et al., 2003). No entanto, esse “efeito protetor” desaparece, especialmente se 
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os níveis de folato plasmático forem inadequados (Kono et al., 2005; Eaton et 

al., 2005) ou mesmo se a ingestão de álcool for baixa (Le Marchand et al., 

2005). Uma provável explicação para a relação inversa entre o genótipo TT e o 

CCR seria que a baixa atividade da MTHFR aumenta a disponibilidade do 

substrato 5-10 TIF, favorecendo a síntese e o reparo de DNA, resultando em 

diminuição da incorporação errônea de uracila. Por outro lado, a baixa 

atividade enzimática leva à depleção dos níveis de 5-TIF, a forma de folato 

essencial para metilação de DNA, favorecendo outro caminho para a gênese 

do câncer: a hipometilação genômica. Porém, a hipometilação não ocorrerá se 

os níveis plasmáticos de folato (fonte exógena) forem adequados, pois ocorrerá 

um aumento dos grupamentos metila para a manutenção da estabilidade 

genômica. Esse efeito é tão forte que mesmo altos níveis de homocisteína 

plasmática parecem não influenciar no risco de CCR. Indivíduos portadores do 

genótipo 677TT com hiperhomocisteinemia e níveis de folato sérico adequados 

apresentam uma menor prevalência de CCR (Rosenberg et al., 2002). 

 

3.3 MTHFR e Câncer de Mama 

 

Poucos estudos investigaram a influência do polimorfismo da MTHFR 

em câncer de mama. A prevalência do alelo T foi significativamente maior em 

mulheres judias com câncer de mama bilateral ou cânceres de mama e ovário 

simultâneos (Gershoni-Baruch et al., 2000). Semenza et al. (2003), Ergul et al. 

(2003) e Campbell et al. (2002) relataram que a homozigose do alelo T 

aumenta o risco de câncer de mama em mulheres na pré-menopausa, mas não 

na pós-menopausa, provenientes da população americana, turca e inglesa, 
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respectivamente. Em contraste, alguns estudos não encontraram associação 

entre o genótipo TT e o câncer de mama (Kalemi et al., 2005; Beilby et al., 

2004; Langsenlehner et al., 2003).  

Um único trabalho propõe que o genótipo 677 TT está associado com a 

baixa sobrevida em mulheres com câncer de mama em estádio avançado, que 

realizaram quimioterapia adjuvante (Shrubsole et al., 2005). Trabalhos 

mostraram que pacientes portadoras do polimorfismo 677 TT apresentam 

grande toxicidade ao metotrexato e resposta clínica aumentada à quimioterapia 

com 5-fluorouracil. Estas drogas exercem sua atividade antineoplásica através 

da inibição do metabolismo do folato. O 5-fluorouracil apresenta vários 

mecanismos citotóxicos. Dois metabólitos do 5-fluorouracil, 5-fluoro-2-

deoxiurina-5-trifosfato e 5-fluoridina-5-trifosfato podem incorporar no DNA e 

RNA, respectivamente, causando uma instabilidade do DNA e interferindo no 

processamento do RNA. Outro metabólito, 5-fluoro-2-deoxiuridina-5-

monofosfato, pode formar um complexo terciário com a timidilato sintetase e 

com a 5-10 TIF. A formação desse complexo inibe a atividade da timidilato 

sintetase e, conseqüentemente, diminui os níveis intracelulares de timidilato, 

suprimindo a síntese de DNA (Kim et al., 2005). O metotrexato inibe a 

diidrofolato redutase (DIFH), e o acúmulo de diidrofolato pode inibir a timidilato 

sintetase e enzimas envolvidas na biossíntese de purinas. Ambos os fármacos 

participam do clássico esquema de quimioterapia para a doença metastática 

(Ciclofosfamida, Metotrexato e 5-fluorouracil) (Toffoli et al., 2003).  
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3.3.1 Álcool, folato, tabagismo e Câncer de Mama 

 

A maioria dos estudos tem demonstrado que o risco de câncer conferido 

pelo polimorfismo C677T é alterado pelo consumo de álcool, tabagismo e dieta 

pobre em folato, notáveis fatores ambientais modificáveis.  

Estudos epidemiológicos mostraram que o álcool é considerado um fator 

de risco relevante para o desenvolvimento de CM. Estima-se que 4% de todos 

os novos casos de CM são primariamente devidos ao uso de álcool (Pöschl & 

Seitz, 2004). O risco para a doença aumenta proporcionalmente à quantidade 

de álcool ingerida: o consumo crônico de 10-12g de álcool por dia (uma 

dose/dia) aumenta o risco em 9%, e pode-se chegar a um risco de até 41%, se 

forem consumidos entre 2-5 doses diárias (Dumitrescu & Shields, 2005). O 

risco aumentado para o CM independe do tipo de bebiba alcoólica consumida 

(Singletary & Gapstur, 2001). 

De acordo com os critérios da Organização Mundial de Saúde (OMS), os 

indivíduos que consomem três ou mais doses por dia, ou mais de cinco doses 

em uma ocasião pelo menos uma vez na semana, são considerados alcoolistas 

pesados. Uma dose padrão (do inglês drink) corresponde a uma lata de 

cerveja, ou a um cálice de vinho, ou uma dose de uísque ou cachaça (OMS, 

2004). A maioria dos estudos prefere calcular a quantidade consumida de 

álcool em gramas por dia (g/dia). Apesar de não haver um consenso bem 

definido, nota-se que a maioria dos trabalhos padronizou a ingestão de álcool 

em leve (menos que 10 g/dia), moderada (10 a 30g/dia) e pesada (maior que 

30g/dia).  
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O consumo de álcool estimula a carcinogênese mamária através de 

diferentes mecanismos, como estresse oxidativo, mutagênese através do 

acetoaldeído (metabólito do etanol), alteração da resposta e do metabolismo do 

estrógeno, e redução do ácido fólico (Dumitrescu & Shields, 2005).  

O álcool é considerado um antagonista do folato. Ele diminui a 

biodisponibilidade do folato plasmático por dificultar sua absorção intestinal e 

por aumentar sua excreção urinária. O álcool é capaz de clivar a molécula de 

folato, como demonstrado in vitro e em animais, mas não em humanos (Mason 

& Choi, 2005). Praticamente todos os folatos encontrados na dieta possuem 

uma cauda de ácido glutâmico. A desconjugação do folato poliglutâmico para a 

forma monoglutâmica, pela poliglutamil hidroxilase (enzima presente nas 

criptas dos enterócitos), é fundamental para essa forma ser transportada 

através da membrana luminal do enterócito. O álcool inibe a atividade 

enzimática de desconjugação e também inibe a atividade de proteínas 

responsáveis pelo transporte transmembrana do folato, prejudicando a 

absorção deste. Tanto o consumo de álcool agudo (4 horas), quanto o crônico 

(12 semanas), são capazes de diminuir os níveis de folato plasmático por 

inibirem a sua reabsorção tubular renal (Mason & Choi, 2005). Não existe até o 

momento na literatura indexada, uma correlação linear de qual seria a 

quantidade de álcool ingerida que interfere com o nível de folato sérico. 

Especula-se que o consumo moderado de álcool (maior que 15g/dia) é 

suficiente para reduzir os níveis de folato plasmático, principalmente quando a 

ingestão exógena de ácido fólico for deficiente (Chiuve et al., 2005). Porém, 

esses etilistas moderados podem ter os níveis de folato plasmáticos 

normalizados com uma suplementação adequada de ácido fólico (Cravo, 
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2005). Essa reversibilidade não foi observada em indivíduos etilistas pesados, 

que consomem mais que 50g/dia de álcool (Chiuve et al., 2005).  

O álcool pode causar efeitos adversos no metabolismo de um-carbono. O 

acetoaldeído é um potente inibidor da metionina sintetase (MS). A inibição 

desta enzima eleva a homocisteína plasmática em 40% e também aumenta os 

níveis de adenosilhomocisteína sulfato (SAH). Particularmente, o SAH é um 

potente inibidor das DNMTs e já foi demonstrada a sua relação com 

hipometilação em alguns tecidos (Mason & Choi, 2005). O uso moderado de 

álcool diminui os níveis séricos de vitamina B12, que é co-fator da MS para 

remetilação da homocisteína em metionina, o que contribui para manter os 

níveis de homocisteína altos (de la Vega et al., 2001; Giovannucci, 2004).  

A investigação entre o genótipo 677TT da MTHFR e o uso de álcool é 

interessante, porque as variações no ciclo do folato induzidas pelo álcool e pela 

baixa atividade da MTHFR podem ter efeitos cumulativos para o risco de 

câncer de mama. No entanto, Le Marchand (2004) mostrou que o consumo de 

álcool está associado ao aumento do risco de CM em portadoras do genótipo 

677CC, usuárias de terapia de reposição hormonal (TRH). Mulheres saudáveis 

portadoras do genótipo TT, que consomem quantidades moderadas de álcool e 

baixo consumo de ácido fólico, apresentam hiperhomocisteinemia (Chiuve et 

al., 2005, Cravo, 2005).  

O consumo adequado de folato deve ter um papel preventivo para o CM 

em mulheres que consomem álcool (Zintaras, 2006), à semelhança do que foi 

observado para o CCR. O efeito do genótipo 677TT no risco de CM é mais 

pronunciado quando essas mulheres apresentam níveis de folato inadequados 

(Chen et al., 2003).  
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Diferentemente do álcool, o tabagismo tem um importante papel na 

carcinogênese mamária, mas não é considerado fator de risco primário. Além 

dos agentes carcinogênicos na fumaça do cigarro, tem sido demonstrado que o 

tabagismo eleva os níveis de homocisteína plasmática e diminui os níveis de 

vitaminas do grupo B, como B6, B12 e folatos, quando comparados aos níveis 

encontrados nos não-fumantes (Piyathilake et al., 1994, O’Callaghan et al., 

2002). Até o momento, não encontramos nenhum trabalho na literatura 

indexada que explorou o polimorfismo C677T e sua relação com tabagismo e 

CM. 
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Considerando que o polimorfismo da MTHFR C677T poderia contribuir 

para o risco de câncer colorretal e de mama, somando-se aos resultados 

controversos da literatura em demonstrar esta associação, à relevância do 

assunto e à originalidade do nosso projeto, definimos os seguintes objetivos: 

 
(1) Geral: Avaliação do polimorfismo da MTHFR C677T em 

amostras de câncer colorretal e de mama. 

 
(2) Específicos: 

 
(2.1) Câncer Colorretal 

 
 Estudar a freqüência deste polimorfismo nas amostras de tumor 

primário colorretal esporádico e em pacientes sem câncer (estudo 

caso-controle); 

 Avaliar nas amostras de CCR se há associação entre o polimorfismo 

C677T e (1) parâmetros clínicos: sexo, idade e estadiamento por 

Dukes; (2) parâmetros moleculares: instabilidade de microssatélites e 

hipermetilação da região promotora de genes relacionados ao CCR; 

 Excluir a estratificação étnica dos pacientes com CCR através da 

análise da ancestralidade genômica. 

 
(2.2) Câncer de Mama 

 
 Estudar a freqüência do polimorfismo C677T nas amostras de 

pacientes com CM esporádico e em pacientes sem câncer (estudo 

caso-controle); 
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 Avaliar nas amostras de pacientes com CM se há associação entre o 

polimorfismo C677T e (1) parâmetros clínicos: idade e status 

hormonal no momento do diagnóstico, estadiamento da doença; (2) 

hábitos de vida modificáveis: tabagismo e etilismo. 
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   3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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1. AMOSTRAS UTILIZADAS NESTE ESTUDO 

 

 1.1 Amostras de Câncer Colorretal 

 

Foram utilizados DNAs provenientes de amostras de tumor primário de 

cólon e tecidos normais (sem processo neoplásico detectado) obtidos de 

pacientes submetidos a cirurgia (radical ou paliativa) no Hospital do Câncer 

A.C. Camargo, de São Paulo, gentilmente cedidas pelos doutores Anamaria A. 

Camargo, José Cláudio C. Rocha, Otávia Caballero, Benedito Mauro Rossi e 

Ademar Lopes. Este projeto obteve a aprovação do Comitê de Ética em 

Pesquisa em Humanos da mesma Instituição (ver termo de aprovação em 

Anexos, 1.1). Foram utilizadas 106 amostras de tumor colorretal. Em alguns 

casos, foram utilizadas também amostras de tecido normal (n=32), retiradas 

próximo ao tumor, no órgão afetado do mesmo paciente. Enviou-se esse 

material para pesquisa no Instituto Ludwig de Pesquisas para o Câncer (São 

Paulo), onde permaneceu em nitrogênio líquido até o isolamento das amostras 

de DNA. 

Na Tabela 3.1, estão descritos alguns dados clínicos de 98 pacientes 

dos quais se obtiveram as amostras de tumores colorretais utilizados neste 

trabalho. Em dezesseis casos (oito deles mostrados na Tab. 3.1), os dados 

clínicos não estavam disponíveis. Foram coletados, ainda, dados referentes à 

localização do tumor (proximal ou distal), características histopatológicas, 

estadiamento por Dukes (ver Anexos, 1.4) e recorrência de 91 pacientes. 
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1.2 Amostras controle para estudo do CCR 

 

Amostras de DNA de cento e cinqüenta indivíduos saudáveis, 

provenientes da região Sudeste do Brasil, foram gentilmente cedidas pelo 

Laboratório de Genética e Bioquímica da UFMG. Foi utilizado um protocolo de 

extração de DNA proveniente de sangue periférico já padronizado naquele 

laboratório (Freitas et al., 2002). 

 

1.3 Extração de DNA das amostras de CCR 

 

Os fragmentos (10-30 mg) de tumor foram microdissecados pelo Dr. 

Fernando A. Soares, para se obter um percentual estimado de 

aproximadamente 80% de tecido tumoral, e estocados em nitrogênio líquido. 

Amostras de tecido normal adjacente também foram coletadas e estocadas nas 

mesmas condições. 

Para a extração do DNA, foi utilizado o protocolo modificado de extração 

de DNA por fenol-clorofórmio (Freitas et al., 2002). Os tecidos foram macerados 

em nitrogênio líquido até a pulverização. A este pó foram adicionados 4 ml de 

tampão TE 2:1 (Tris-HCl 2 mM, pH 8.0 e EDTA 1 mM, pH 8.0) contendo RNAse 

A (10 mg/ml).  A suspensão foi incubada a 37oC por 1 hora.  Foram 

adicionados 100 ug/ml de proteinase K e SDS a 0,5%. Seguiu-se nova 

incubação a 37oC por 12 a 16 horas. Foram adicionados 3ml de fenol saturado 

(Tris-HCl 0.1M, pH7.0), e a solução foi homogeneizada, suavemente, por 

inversão, durante 10 minutos. Seguiu-se uma centrifugação a 14.000 r.p.m., 

por 10 minutos, à temperatura ambiente. A fase aquosa foi removida, e o  
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Tabela 3.1 –   Dados clínicos (sexo, idade e estadiamento TNM) de 98 dos 
106 pacientes portadores de CCR dos quais se obtiveram as amostras de 
DNA utilizadas neste trabalho. Estão listados: os códigos das amostras, a 
presença ou não de tecido normal (sim = preto ou não = branco), sexo (M = 
Masculino ou F = Feminino) e a classificação do tumor pelo sistema TNM 
(Tumor, Nódulo e Metástase). Os dados, quando não-disponíveis, estão 
indicados por (?). (Adaptação da tese de doutorado do Dr. Charles Anacleto) 
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 1 COT118 X F 67 4 1 1  50 COT216   M 54 3 0 1  
 2 COT131 X ? ? ? ? ?  51 COT217   ? ? ? ? ?  
 3 COT139   M 33 4 2 0  52 COT218   M 68 3 2 0  
 4 COT141 X F 53 2 1 0  53 COT219   ? ? ? ? ?  
 5 COT148 X M 64 3 1 0  54 COT54 X F 66 4 0 0  
 6 COT150   F 56 3 1 1  55 COT66 X M 56 4 1 1  
 7 COT153   M 74 3 0 0  56 COT68   M 70 4 0 0  
 8 COT154 X M 56 3 0 0  57 COT89 X M 92 2 0 0  
 9 COT158 X F 46 4 0 0  58 COT97 X F 55 3 2 0  
 10 COT161   M 50 2 0 0  59 CT1057   F 74 3 1 0  
 11 COT162 X M 81 3 1 0  60 CT1069   F 51 3 0 0  
 12 COT163   M 79 3 0 0  61 CT1077   ? ? ? ? ?  
 13 COT164   F 63 1 0 0  62 CT1097   F 61 3 1 1  
 14 COT165   M 74 3 0 0  63 CT1136   M 48 1 0 0  
 15 COT166   M 71 3 0 0  64 CT1141 X M 59 3 0 1  
 16 COT168   M 76 4 0 0  65 CT1142 X ? ? ? ? ?  
 17 COT169 X F 57 4 0 1  66 CT1158   M 74 4 2 1  
 18 COT170   M 60 3 0 1  67 CT1159 X M 51 3 1 1  
 19 COT174 X F 48 4 0 0  68 CT1169 X F 76 3 0 0  
 20 COT175 X F 75 2 0 0  69 CT1179 X F 85 4 0 0  
 21 COT176 X F 70 4 1 0  70 CT1268   ? ? ? ? ?  
 22 COT177 X F 76 4 0 0  71 CT1271   M 51 4 0 0  
 23 COT178   M 74 3 0 0  72 CT1288   ? ? ? ? ?  
 24 COT179   F 36 3 0 0  73 CT1318   F 74 3 0 0  
 25 COT180 X F 70 2 0 0  74 CT1368   F 64 3 1 0  
 26 COT181   M 69 4 1 0  75 CT1383   ? ? ? ? ?  
 27 COT182   M 79 3 0 0  76 CT1405   F 64 3 0 0  
 28 COT183   M 64 4 0 0  77 CT1406 X F 84 2 0 0  
 29 COT184   M 62 2 0 0  78 CT1435   F 66 3 1 1  
 30 COT185   M 56 2 0 0  79 CT150 X ? ? ? ? ?  
 31 COT186   F 36 4 2 1  80 CT1515   M 74 3 0 0  
 32 COT187   M 61 4 1 0  81 CT1545   M 70 3 2 0  
 33 COT188   F 75 3 0 0  82 CT1561   M 86 2 0 0  
 34 COT189   M 46 4 0 0  83 CT371 X M 32 2 0 0  
 35 COT190   F 71 3 0 0  84 CT421 X F 51 2 0 0  
 36 COT191   F 51 3 0 1  85 CT427 X M 52 3 0 0  
 37 COT192   M 57 3 1 0  86 CT460   F 34 3 1 0  
 38 COT193   F 47 3 1 0  87 CT479 X M 81 4 0 0  
 39 COT194   F 61 4 2 1  88 CT524   F 83 2 1 0  
 40 COT195   F 56 4 2 1  89 CT545   F 66 4 2 1  
 41 COT197   ? ? ? ? ?  90 CT591 X ? ? ? ? ?  
 42 COT201   F 70 ? ? ?  91 CT639 X ? ? ? ? ?  
 43 COT203   M 49 3 0 0  92 CT833   M 64 4 2 1  
 44 COT204   F 69 3 0 0  93 CT843   F 63 4 1 0  
 45 COT206   F 38 2 0 0  94 CT852   F 85 2 0 0  
 46 COT207   F 73 2 0 0  95 CT860   F 66 4 1 0  
 47 COT208   F 51 3 0 1  96 CT862   F 68 3 2 1  
 48 COT210   F 73 3 0 0  97 CT872   F 48 4 1 0  
 49 COT213   F 49 3 0 0  98 CT908   F 68 3 0 0  
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tratamento com fenol, repetido por duas vezes. Após esse tratamento, foram 

adicionados à fase aquosa 3 ml de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1), 

seguindo-se 10 minutos de homogeneização, por suave inversão. O DNA foi 

precipitado com dois volumes de etanol absoluto, seguindo-se de agitação leve 

e incubação por 12 a 16 horas a -20oC, e, em seguida, uma centrifugação a 

14.000 r.p.m., por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o sedimento, 

lavado duas vezes com etanol 70% e deixado à temperatura ambiente até 

secar. O DNA foi solubilizado em TE 10:1 (Tris-HCl 10 mM, pH7.0, EDTA 1mM, 

pH7.0) e estocado a 4oC para uso posterior. A concentração média de DNA 

utilizada para a realização da PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) foi de, 

aproximadamente, 10 a 20 ng/mL. 

 

1.4 Amostras de Câncer de Mama 

 

1.4.1 Seleção de casos 

 

Foi realizada uma revisão nos arquivos do Laboratório de Patologia 

Mamária da Faculdade de Medicina da UFMG, selecionando-se os casos de 

pacientes com diagnóstico de câncer de mama, operados no Hospital das 

Clínicas da UFMG, e com seguimento clínico no Ambulatório de Mastologia do 

Hospital das Clínicas/UFMG, entre 2002 e 2004. As pacientes que se 

enquadraram dentre os critérios de inclusão, e não apresentaram nenhum 

parâmetro de exclusão, foram selecionadas. Os critérios de inclusão foram: 

diagnóstico de câncer de mama confirmado por exame anatomo-patológico, 

apresentar material proveniente do espécime cirúrgico de mama (tumor 
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primário/tecido normal), fixado em formol e conservado em parafina e ter 

seguimento clínico no Ambulatório de Mastologia do Hospital das 

Clínicas/UFMG.  

Cento e oitenta e nove casos foram selecionados, e os prontuários 

médicos dessas pacientes, arquivados no Setor de Arquivos Médicos do 

Hospital das Clínicas da UFMG, foram analisados, em busca de informações 

clínicas. 

Os dados clínicos analisados foram: idade no momento do diagnóstico, 

paridade, tempo de lactação, status hormonal (pré-menopausa ou menopausa), 

índice de massa corporal (IMC), tabagismo, etilismo, estadiamento TNM para 

CM (tumor/nódulo/metástase, ver Anexos, 1.5), história de recidiva de CM, 

história familiar e história pregressa para outras doenças. Os dados do tumor 

incluindo o tipo histológico e pesquisa imuno-histoquímica de receptores de 

estrógeno e progesterona e a pesquisa para proteína HER-2/neu e p53 foram 

obtidos dos laudos do exame anátomo-patológico arquivados no Laboratório de 

Patologia Mamária da Faculdade de Medicina da UFMG. Nem todos os 

prontuários eram informativos para a totalidade dos dados clínicos. Todos os 

dados foram compilados em uma planilha, para arquivo e análise estatística. 

Somente alguns dados, como idade no momento do diagnóstico, status 

hormonal, etilismo, tabagismo, e estadiamento da doença, foram 

estatisticamente analisados. Foi utilizada a fórmula [idade da menopausa ou 

idade atual – (idade da menarca+número de gestações completas)] para a 

estimativa média dos anos de exposição ao estrógeno durante a vida 

reprodutiva. As condições que definiram as pacientes como tabagistas ou 

etilistas são as seguintes:  
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 “tabagistas” eram pacientes que fumavam pelo menos um cigarro ao 

dia (cigarro de tabaco comercial), independentemente do tempo de 

uso, e as “não-tabagistas” incluíram as mulheres que nunca fumaram 

até o momento do diagnóstico do CM. No grupo da tabagistas, foi 

obtido o número de cigarros fumados por dia e o tempo de uso do 

cigarro em meses. 

  “etilistas” eram pacientes que consumiam pelo menos 1 dose (10 

gramas de álcool) de qualquer bebida alcoólica com freqüência diária 

ou superior a 3 dias da semana (World Health Organization, 

Organização Mundial de Saúde, OMS, 2004), as “não-etilistas” 

incluíram aquelas que nunca consumiram álcool ou consumiam 

eventualmente (“socialmente”) geralmente no fim de semana, sem 

apresentar repercurssões sistêmicas da bebida. Para as pacientes 

do grupo “etilistas”, foi calculada a quantidade de álcool consumido 

por dia, em gramas (para a fórmula, ver Anexos 1.6). 

 

 Quarenta e quatro amostras foram excluídas do estudo pela não-

obtenção de DNA suficiente para a realização do PCR, resultando 145 casos. 

A casuística incluiu ainda 50 pacientes diagnosticadas com câncer de 

mama em acompanhamento clínico no Ambulatório de Mastologia do Hospital 

das Clínicas/UFMG, durante período compreendido entre janeiro e abril/2005. 

Após concordância espontânea e assinatura do consentimento informado e 

esclarecido (ver em Anexos, 1.3), as pacientes foram entrevistadas, e seus 

prontuários foram revisados, para coleta dos dados supracitados. Em seguida, 

foi coletada amostra de swab bucal para extração de DNA e estudo molecular.  
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Esse estudo obteve aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da 

UFMG como parte do projeto “Oncogenômica e Oncogenética do câncer de 

mama” (ver em Anexos, 1.2). 

 

 1.4.1.1 Extração de DNA das amostras fixadas em formol e 

incluídas em parafina 

 

As amostras de tecido para a extração de DNA foram obtidas a partir de 

blocos de parafina arquivados no Laboratório de Patologia Mamária da 

Faculdade de Medicina da UFMG. A área da amostra foi selecionada, após a 

revisão por microscopia ótica dos cortes histológicos (corados pelo método 

hematoxilina-eosina) correspondentes aos blocos, para se evitar a coleta de 

área de gordura ou necrose. Tanto áreas de tumor primário quanto de tecido 

normal foram selecionadas para extração de DNA. 

Para a extração de DNA de tecidos fixados em formol e emblocados em 

parafina, foi utilizado o método descrito por Coombs et al. (1999), com algumas 

modificações, as quais se descrevem a seguir. Inicialmente, alguns testes 

foram realizados utilizando esse protocolo, visando observar se haveria 

diferença na obtenção do DNA das amostras obtidas por microtomia (cortes de 

20 M), e acondicionadas em lâminas, e as amostras retiradas em pequena 

quantidade (aproximadamente uma fatia de 0,5 x 0,5 cm) de forma manual, 

diretamente dos blocos de parafina com lâmina de bisturi estéril. Como não 

houve diferença entre as duas estratégias, optou-se pela retirada do tecido 

emblocado utilizando-se a lâmina bisturi estéril e individual para cada amostra. 
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Cuidadosamente, o excesso de parafina foi retirado de forma a preservar 

somente o tumor primário e/ou tecido normal. 

Cada amostra foi acondicionada em tubos estéreis de 1,5 ml e em que 

se adicionaram 100 L de Tween-20 a 0,5%, os quais foram agitados 

levemente, e deixados por 10 minutos, a 90°C, no termociclador (PTC-100, MJ 

Research Inc., Watertrown, MS, EUA). Em seguida, foram resfriados a 55°C, 

retirados do termociclador e mantidos na mesma temperatura, em banho-

maria, por 20 minutos. Durante esse período, as amostras eram maceradas de 

5 em 5 minutos, com o auxílio de uma ponteira estéril, e posteriormente, 

homogeneizadas. A seguir, foram adicionados a essa solução 2 l de 

proteinase K (10mg/ml – concentração final 200 g/ml), e a digestão foi mantida 

por um período de tempo total de 3 horas, a 55°C, com agitação das amostras 

de hora em hora. Após 2 horas de digestão, foi adicionado mais 1 l de 

proteinase K (10mg/ml). As amostras foram retiradas do banho-maria e, 

imediatamente, adicionou-se 100 l de Chelex 100 (Biorad) a 5% TRIS EDTA 

pH 9,0. Essa solução era mantida em agitação constante, para homogeneizar 

os grânulos da resina na solução antes desta ser pipetada. Os tubos foram 

agitados levemente e transferidos para o termociclador, onde se mantiveram a 

99°C, por 10 minutos. Após, as amostras foram centrifugadas em temperatura 

ambiente a 14.000 r.p.m., por 15 minutos, e imediatamente colocadas no gelo, 

por 20 minutos. A parafina solidificada era afastada, e a amostra era transferida 

para tubos novos e centrifugada a 14.000 r.p.m., por 5 minutos. 

Posteriormente, foi aquecida em banho-maria a 45°C, por 10 minutos, e 

adicionados 100 l de clorofórmio. Após leve agitação e centrifugação sob as 

mesmas condições, o sobrenadante foi removido e estocado a 4°C. A 



 39

quantidade de DNA das amostras foi estimada utilizando-se gel de agarose a 

1% comparando-se com o padrão de dosagem de DNA gênomico de esperma 

de salmão. A média da quantidade de DNA obtida por esse método foi entre 80 

a 100ng/ l por amostra. Dentre 189 amostras extraídas, obtivemos quantidade 

suficiente para realização da PCR em 145 amostras (77%), sendo que as 44 

amostras remanescentes foram excluídas do estudo. Todas as amostras foram 

diluídas em água bidestilada estéril para a concentração média de 10ng/ L, 

para a realização da PCR. 

 

1.4.1.2 Extração de DNA das amostras provenientes de 

células da mucosa bucal (swab bucal) 

 

As células da mucosa bucal foram colhidas com o auxílio de uma 

pequenina escova do tipo cytobrush, rodando-se a escova de encontro com a 

mucosa bucal da bochecha, por 30 segundos. Posteriormente, a escova era 

levemente agitada em uma solução de etanol 90%, com o objetivo de 

desprender as células. A seguir, os tubos eram identificados e mantidos a 4°C. 

A extração de DNA era realizada em até três dias após a coleta, utilizando-se o 

protocolo descrito por Miller et al (1988), com as modificações expressas a 

seguir: 

  Os tubos com as amostras eram centrifugados em temperatura ambiente 

por 5 minutos, a 14.000 r.p.m.. Após desprezar o sobrenadante, foram 

adicionados 200 l de solução High TE (Tris-HCl 100mM pH 8, EDTA 40mM), 

agitados com auxílio de um agitador tipo vortex, e em seguida adicionados 270 

l de solução de Madisen (Tris-HCl 100mM pH 8, EDTA 40mM, NaCl 1M, SDS 
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0,2%) pré-aquecida a 55°C e 10 l de proteinase K (20mg/ml). Após incubação 

em banho-maria a 55°C, por 1 hora, foram adicionados às amostras 120 l de 

NaCl 6M, as quais foram acondicionadas no gelo, por 10 minutos. Em seguida, 

os tubos foram centrifugados sob refrigeração (4°C) a 14.000 r.p.m., por 20 

minutos. O sobrenadante era aspirado com auxílio de uma pipeta e colocado 

em novos tubos. Em seguida, adicionou-se, ao sobrenadante, 600 l de 

isopropanol 90% gelado e 5 l de LPA a 0,25%, para precipitação do DNA. 

Essa solução era delicadamente invertida, e centrifugada sob as mesmas 

condições anteriores, por 10 minutos. O pellet (precipitado) era lavado com 250 

l de etanol 80%, e novamente centrifugado por 5 minutos. Após desprezar o 

sobrenadante, o pellet remanescente foi ressuspendido em 100 l de água 

deionizada estéril e armazenado em refrigeração a 4°C. O DNA foi dosado sob 

as mesmas condições descritas anteriormente (ver item 1.4.1.1), com obtenção 

média da concentração de DNA de 100ng/ l. Em todas as 50 amostras (100%), 

obtivemos DNA suficiente para o estudo molecular. As amostras foram diluídas 

com água deionizada estéril, para a concentração aproximada de 10ng/ L para 

realização do estudo molecular. 

 

1.4.2 Seleção de amostras controle 

 

Amostras de DNA de sangue periférico de 150 mulheres e homens 

adultos e sem história pregressa ou atual de neoplasias, foram gentilmente 

cedidas pelo Laboratório de Genética e Bioquímica (ICB/UFMG). Foi utilizado 

um protocolo de extração já padronizado naquele laboratório (Freitas et al., 

2002).  
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2. GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO DA MTHFR POR PCR-RFLP 

(Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restrição – 

Reação em Cadeia da Polimerase) 

 

O DNA eluído das amostras de CCR e CM, foi amplificado pela PCR 

com iniciadores específicos e submetidos à digestão pela enzima de restrição 

Hinf I, conforme protocolo descrito previamente (Frosst et al.1995), com as 

modificações descritas a seguir: 

 

2.1 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

Em uma reação com o total de 12 l contendo aproximadamente 10 a 

30ng de DNA, 1,3 l de tampão 10X PCR (10mM Tris-HCl pH 8.3, 75mM KCl, 

3.5mM MgCl2), 200 M dNTP, 2 l (10 M) de cada iniciador (Foward: 5’ – TGA 

AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA – 3’; Reverse: 5’ – AGG ACG CTG CGG 

TGA GAG TG -3’) e 0,13 unidades de Taq Platinum DNA polimerase 

(Invitrogen) foram amplificados em termociclador (PTC-100, MJ Research Inc., 

Watertrown, MS, EUA), sob as seguintes condições: desnaturação a 95°C, por 

4 minutos, seguidos de 40 ciclos, sendo: 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 55°C e 1 

minuto a 72°C. Imediatamente ao fim dos ciclos, seguiu-se uma extensão final 

a 72°C, por 5 minutos. O fragmento de DNA amplificado (198 pb) foi analisado 

por meio de corrida eletroforética em gel de poliacrilamida a 6%, em tampão 

TBE 1X, 8V/cm, e corado pela prata (Santos et al., 1993). 
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 2.2 Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restrição 

(RFLP) para Hinf I 

 

Oito microlitros do produto de PCR foram digeridos com 0,6 unidades de 

Hinf I (Promega Corporation Madison, WI), em 15 l volume final de reação (1,3 

l de tampão Promega e 5,1 l de H2O) a 37°C, por 24 horas, seguido de 

inativação enzimática a 65°C, por 20 minutos. Aproximadamente, 4 l de cada 

produto de digestão foram utilizados na eletroforese em gel de poliacrilamida 

6% visualizado pela prata, sob as mesmas condições anteriormente descritas. 

Essa técnica utiliza-se da estratégia de que a presença do alelo T cria um sítio 

de restrição para a enzima Hinf I. O homozigoto para o alelo C, heterozigoto e 

homozigoto para o alelo T produzem, respectivamente, fragmentos de 198 pb; 

198, 175 e 23 pb; e 175 e 23 pb.  

Em todos os experimentos, foram adicionadas três amostras de DNA 

controle para cada genótipo (genótipo previamente conhecido para homozigoto 

para alelo C, heterozigoto, e homozigoto para o alelo T) para comparação dos 

resultados. Em uma amostra foi utilizada água deionizada estéril ao invés do 

DNA, para verificar se houve contaminação do experimento (controle branco). 

A leitura dos resultados de genotipagem foi realizada também por outro 

pesquisador, para garantir a qualidade dos genótipos. 
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3. ANÁLISE DO PADRÃO DE METILAÇÃO E INSTABILIDADE DE 

MICROSSATÉLITES NAS AMOSTRAS DE CÂNCER COLORRETAL 

 

O estudo do polimorfismo da MTHFR nas amostras de câncer colorretal 

compreende a continuação de uma linha de pesquisa do Laboratório de 

Genética e Bioquímica do ICB/UFMG, conduzida anteriormente pelos alunos 

de Doutorado Andréia Machado Leopoldino e Charles Anacleto, os quais foram 

responsáveis pela análise da instabilidade de microssatélites (BAT-26 e 

Sistema de Bethesda – A.L.F. 10) e pela análise do padrão de metilação do 

promotor dos genes p16INK4a, p14ARF, hMLH-1, MGMT, e DAPK, 

respectivamente. Para maiores detalhes sobre os microssatélites, os 

iniciadores e as técnicas que foram utilizados, ver Anacleto et al. (2005 a). 

 

 

4. ANÁLISE DA ANCESTRALIDADE GENÔMICA EM AMOSTRAS DE 

CÂNCER COLORRETAL 

 

As 106 amostras de CCR foram submetidas à análise de ancestralidade 

genômica biogeográfica. Individualmente, cada amostra foi genotipada 

utilizando-se 40 locos polimórficos bialélicos de inserção-deleção (indels). Para 

amplificação do fragmento por PCR, foram utilizados quatro sistemas de 

reações em multiplex, cada um contendo de 10 a 12 pares de iniciadores, 

conforme descrito por Bastos-Rodrigues et al (2006). Os fragmentos 

(amplicons) foram mensurados utilizando-se o seqüenciador de DNA 

Megabace 1000 (Amersham), e analisados, utilizando-se os programas Genetic 
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Profiler  (versão 2.2) (ver Figura 4.3 em Resultados) e Fragment Profiler  

(versão 1.2, Amersham). 

 

  4.1 Segregação genômica 

 

Foi utilizado o programa Structure  (versão 2.1) com o objetivo de 

alocar cada paciente nas populações com ancestralidade ameríndia, européia 

ou africana. Esse programa utiliza como base a freqüência alélica de cada loco 

analisado em cada paciente, e os agrupa comparando com a freqüência alélica 

dos indivíduos que pertencem aos grupos ancestrais (ameríndios, europeus e 

africanos). Os indivíduos representantes dos grupos ancestrais (n=225) tinham 

informações a priori de sua população de origem e da freqüência alélica para 

cada loco. O programa CLUMP  foi utilizado para investigar as diferenças na 

freqüência alélica dos indels entre as amostras de CCR com instabilidade de 

microssatélites e sem instabilidade de microssatélites. 

 

5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram analisados conforme se explica a seguir: 

 

 O equilíbrio de Hardy-Weinberg foi testado por meio do método 

exato de Guo e Thompson (1992). 

 

 Para a comparação entre as freqüências dos polimorfismos da 

MTHFR C677T do grupo controle e as variáveis clínicas e 
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moleculares das amostras CCR e CM, foi utilizado o programa Epi 

Info  (versão 6.0). Os testes utilizados foram o teste exato de 

Fisher ou o teste qui quadrado ( 2). 

 

 O programa CLUMP , utilizado em estudos genéticos do tipo 

caso-controle, foi empregado para investigar: (1) as diferenças na 

freqüência alélica dos indels entre as amostras de CCR com 

instabilidade de microssatélites e sem instabilidade de 

microssatélites; (2) a associação entre o estadiamento das 

pacientes com CM e o genótipo 677TT. 

 

 A análise por regressão logística, nas amostras de CM, foi 

realizada utilizando-se a página de análises estatísticas online da 

Universidade de Vassar, acesso em: 

(http://faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.html). 

 

 O nível de significância adotado inicialmente para todas as 

análises foi de p< 0,05. A correção por Bonferroni foi realizada 

para ajustamento de múltiplas comparações.  
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4. RESULTADOS  
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1. ESTUDO DO CÂNCER COLORRETAL 

 

A genotipagem do polimorfismo C677T foi realizada para cada uma das 

106 amostras de CCR (casos), em 32 amostras de tecido normal retirado do 

cólon adjacente à lesão e em 150 pacientes sem câncer (controle), utilizando-

se a técnica PCR-RFLP (Frosst et al., 1995). Os genótipos da MTHFR C677T 

foram idênticos entre as amostras de tecido tumoral e não-tumoral 

provenientes do mesmo paciente. A Figura 4.1 mostra um gel de poliacrilamida 

6% corado pela prata, mostrando o fragmento de DNA (198 pb) antes e após 

RFLP, para cada genótipo da MTHFR. 

Os resultados da genotipagem para o estudo dos CCR e CM foram 

segregados em dois grupos 677CC+CT e 677TT, pelos seguintes motivos: (1) 

O genótipo CC+CT está associado a uma atividade enzimática eficiente da 

MTHFR, contrastando com a atividade dos portadores do genótipo TT; (2) 

Diminuir o grau de liberdade e aumentar o poder do teste estatístico. 

A Tabela 4.1 mostra pequena diferença entre a freqüência do genótipo 

TT no grupo de pacientes com câncer (14%) e de pacientes sem câncer (9%), 

mas não revelou nenhuma diferença estatística (p=0,17). Em todas as 

amostras, a distribuição do polimorfismo C677T encontrou-se sob equilíbrio de 

Hardy-Weinberg.  
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Figura 4.1: Gel de poliacrilamida corado pela prata com os genótipos da 
MTHFR. As canaletas do gel estão numeradas em ordem crescente. As 
bandas marcadas em asterisco (*) representam as amostras amplificadas pela 
técnica de PCR antes do RFLP. As bandas ao lado direito de cada banda 
asterisco (*) representam as mesmas amostras após digestão pela enzima 
HinfI. CC= homozigoto para o alelo C; CT= heterozigoto; TT= homozigoto para 
o alelo T. As setas indicam o peso molecular, em pares de base, de cada 
banda. A banda correspondendo a 23 pb não está representada neste gel. 
 
 
 
 
 
 
 
 

198pb
175 pb

* * *
CC TT CT
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Tabela 4.1: Freqüência do genótipo do polimorfismo da MTHFR C677T em 
pacientes com e sem câncer colorretal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
   CC+CT(%)    TT(%)  OR  CI         valor p 
 
     
 
 Controles 137 (91) 13 (9)       
 
 Casos  91 (86) 15 (14) 1.74          0,47-4,1 0,17# 
 
 
OR = Odds Ratio; CI = 95% de intervalo de confiança para Odds Ratio. 
Odds Ratio= razão da probabilidade de ocorrência. 

 
# valor de p para qui quadrado ( 2) 
 
Estatisticamente significativo se p<0,05 
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As características clínico-patológicas de 91 pacientes com CCR foram 

obtidas, incluindo idade e sexo do paciente, localização do tumor (proximal ou 

distal) e características histopatológicas (ambos não avaliados neste estudo), 

estadiamento por Dukes (ver Anexos, 1.4) e recorrência.  

Algumas informações clínico-patológicas e os dados dos grupos 

677CC+CT e 677TT estão mostrados na Tabela 4.2. Não foi observada 

diferença entre os sexos e a freqüência do genótipo TT (p=0,82). Com relação 

à idade, observa-se uma tendência do aumento da freqüência do genótipo TT 

(19%) em pacientes com idade superior ou igual a 70 anos em comparação ao 

outro grupo (9%). Nenhuma associação estatísticamente significativa foi 

encontrada entre idade e genótipo 677TT (p=0,2). 

A freqüência dos genótipos 677CC+CT e TT foi semelhante entre os 

estadiamentos de Dukes A, B ou C (p=0,1), não havendo correlação linear 

entre os genótipos da MTHFR (CC, CT e TT) e o maior estadiamento da 

doença (Tabela 4.2). Além disso, não encontramos nenhuma associação entre 

os grupos 677CC+CT/677TT e os pacientes que apresentaram recorrência até 

3 anos do diagnóstico (dado não-mostrado). 
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Tabela 4.2: A relação entre o polimorfismo da MTHFR C677T e o sexo, a idade 
e o estadiamento por Dukes dos pacientes com câncer colorretal. 

 
 

 

 

 
     
            CC+CT(%)      TT(%)   OR               CI          valor p 
 
     
Homens (n=41) 36 (88) 5 (12)  
Mulheres (n=50) 43 (86) 7 (14)         1,17  0,30-4,72   0,8# 
  
Idade >70 (n=36) 29 (81) 7 (19)   
Idade < 70 (n=55) 50 (91) 5 (9)      2,41  0,61-9,82   0,2* 
  
Dukes A (n=15) 13 (87) 2 (13)      1,00     
Dukes B (n=38) 32 (84) 6 (16)      1,22            0,18-10,10     0,99* 
Dukes C (n=37) 32 (86) 5 (14)      1,02  0,14-8,74       0,99* 
 

 
OR = Odds Ratio; CI = 95% de intervalo de confiança para Odds Ratio. 
Odds Ratio= razão da probabilidade de ocorrência. 

 
# valor de p para qui quadrado ( 2) 
* valor de p para Teste Exato de Fisher 
 
 Estatisticamente significativo se p<0,05 
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Investigou-se a associação entre o polimorfismo da MTHFR e 

hipermetilação da região promotora de 5 genes associados ao CCR (DAPK, 

MGMT, hMLH1, p16INK4a e p14ARF) nas 106 amostras. A freqüência dos 

polimorfismos 677CC+CT e 677TT para cada loco hipermetilado individual ou 

com presença de locos de hipermetilação simultâneos está sumarizada na 

Tabela 4.3. Nenhuma diferença estatística foi encontrada nessas análises. 

Quatorze de 106 tumores CCR (13,3%) exibiram instabilidade de 

microssatélite (MSI+), sendo que 11 amostras exibiram MSI de alto grau (mais 

de três marcadores instáveis) (ver Figura 4.2). Cinqüenta por cento dos 

pacientes com MSI+ apresentaram o genótipo TT (7/14), em contraste com 

apenas 9% do grupo sem instabilidade de microssatélites (MSI-; Tabela 4.4). 

Esta diferença foi altamente significativa (p=0,00057), indicando uma forte 

associação entre os tumores MSI+ e o genótipo TT (odds ratio: 10,4; intervalo 

de confiança: 2,5-45,4). 

Com o objetivo de esclarecer se essa associação ocorreu por mera 

estratificação étnica dos indivíduos com CCR, esses foram individualmente 

genotipados utilizando-se 40 locos polimórficos bialélicos de inserção-deleção 

(indels) (Figuras 4.3 A, B, C e D). Para o grupo MSI+, as proporções de 

indivíduos europeus, africanos e ameríndios foram, respectivamente, 0,851, 

0,0935 e 0,055 e para o grupo MSI- foram 0,868, 0,115 e 0,017, 

respectivamente. As diferenças entre as proporções de ancestralidade 

genômica entre esses dois grupos não foram significativas (Figura 4.4). 
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Tabela 4.3: Os polimorfismos da MTHFR C677T e metilação do DNA de cinco 
genes associados ao CCR (DAPK, MGMT, hMLH1, p16INK4a e p14ARF). 
 
 
 
 
 
 
     
   CC+CT TT  OR      CI          valor p  
 
     
 
Sem metil.                   41   8  1      
 
HMLH  metil.      15   4  1,37  0,29-6,12 0,72* 
 
DAPK  metil.      20  1  0,26  0,01-2,30 0,26* 
 
p16INK4a metil.             14  3  1,10  0,20-5,57 1*  
 
p14ARF metil.      10  4  2,05  0,41-9,87 0,43* 
 
MGMT metil.      25  5  1,02  0,26-4,00 1* 
 
 
>3 locos metil. (10)     7  3  2,20  0,36-12,84 0,37* 
 
>2 locos metil. (26)    21  5  1,22  0,30-4,85 0,75* 
  
>1 loco metil. (57)    50  7  0,72  0,72-2,42 0,55#  
 
 
metil.= metilado; OR = Odds Ratio; CI = 95% de intervalo de confiança para 
Odds Ratio. 
Odds Ratio= razão da probabilidade de ocorrência. 

 

# valor de p para qui quadrado ( 2) 
* valor de p para Teste Exato de Fisher 
 
Estatisticamente significativo se p<0,05. 
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Tabela 4.4: Associação entre o polimorfismo da MTHFR C677T e instabilidade 
de microssatélite nas amostras de CCR. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          CC + CT(%)   TT (%)  OR  CI      valor p 
 
 
MSI- (91)  83 (91)   8 (9)  
 
MSI+ (14)  7 (50)    7 (50)           10,4        2,5-45,4     0,00057* 
 
 
 
OR = Odds Ratio; CI = 95% de intervalo de confiança para Odds Ratio. 
Odds Ratio= razão da probabilidade de ocorrência. 

 
 

MSI-= ausência de instabilidade de microssatélites 
MSI+= presença de instabilidade de microssatélites 

 
* valor de p para Teste Exato de Fisher 
 
Estatisticamente significativo se p<0,05. 
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Figura 4.3 A: Análise dos tamanhos dos fragmentos dos locos de inserção-
deleção (indels) em uma amostra de CCR, utilizando o programa Fragment 
Profiler (versão 2.2). A= análise de 10 locos. 

 

A 
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Figura 4.3 B: Análise dos tamanhos dos fragmentos dos locos de inserção-
deleção (indels) em uma amostra de CCR, utilizando o programa Fragment 
Profiler (versão2.2). B= análise de 12 locos. 

B 
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Figura 4.3 C: Análise dos tamanhos dos fragmentos dos locos de inserção-
deleção (indels) em uma amostra de CCR, utilizando o programa Fragment 
Profiler (versão 2.2). C= análise de 10 locos. 

C 
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Figura 4.3 D: Análise dos tamanhos dos fragmentos dos locos de inserção-
deleção (indels) em uma amostra de CCR, utilizando o programa Fragment 
Profiler (versão 2.2). D= análise de 8 locos. 

D 
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Figura 4.4: Proporções de indivíduos europeus (EU), africanos (AF), 
ameríndios (AM) e a presença (MSI+) ou ausência (MSI-) de Instabilidade de 
Microssatélites (MSI). 
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2. ESTUDO DO CÂNCER DE MAMA 

 

A genotipagem da MTHFR C677T foi obtida com sucesso em todas 145 

amostras de tecido conservado em parafina e nas 50 amostras de swab bucal. 

Não foi observada diferença estatisticamente significativa na freqüência 

dos genótipos 677 CC+CT e TT entre os grupos caso e controle (p=0,61), 

demonstrando ausência de associação entre o polimorfismo C677T e o risco de 

câncer de mama (Tabela 4.5). A distribuição do polimorfismo C677T encontrou-

se sob equilíbrio de Hardy-Weinberg em todas as amostras.  

A idade das pacientes com CM no momento do diagnóstico variou de 29 

a 94 anos (mediana=53 anos; ver Figura 4.4). A mediana para a idade da 

ocorrência da menarca e menopausa foi 12,9 e 48,7 anos, respectivamente. 

Para cada paciente, foi estimada a exposição aos hormônios sexuais femininos 

durante a vida reprodutiva. A estimativa média de anos de exposição ao 

estrógeno, durante a vida reprodutiva, das mulheres com CM foi de 22 anos 

(dado ausente na Tabela). Com relação à paridade, 20% das pacientes eram 

nulíparas, e as demais tiveram, pelo menos, um filho. Aproximadamente um 

terço (33%) de todas as pacientes tiveram, pelo menos, um episódio de aborto. 

Com relação aos tipos histológicos das amostras de CM deste estudo, a 

maioria era do tipo histológico ductal invasor (77%). O restante das amostras 

era do tipo ductal in situ, lobular invasor e in situ (considerado hoje “neoplasia”) 

e medular.  

As pacientes com CM foram separadas em dois grupos: pré- e pós- 

menopausa para o estudo da associação entre o status hormonal e o 

polimorfismo 
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Tabela 4.5: Freqüência do genótipo do polimorfismo da MTHFR C677T em 
pacientes com e sem câncer de mama. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
   CC+CT(%)    TT(%)  OR  CI         valor p 
 
     
 
 Controles 137 (91) 13 (9)       
 
 Casos  181 (93) 14 (7)  1,26        0,35-1,91 0,61# 
 
 
OR = Odds Ratio; CI = 95% de intervalo de confiança para Odds Ratio. 
Odds Ratio= razão da probabilidade de ocorrência. 

 
# valor de p para qui quadrado ( 2). 
 
Estatisticamente significativo se p 0,0125 (correção de Bonferroni para 
múltiplas comparações)  
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Figura 4.4: Representação gráfica da idade (em anos) da ocorrência da 
menarca, da idade das mulheres no momento do diagnóstico de CM e da idade 
da ocorrência da menopausa. O gráfico mostra a mediana da idade para a 
ocorrência desses eventos. 
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da MTHFR C677T. As mulheres que apresentavam ciclos menstruais, e 

aquelas que não menstruavam há mais de um ano, foram alocadas no grupo 

“pré-menopausa” e “pós-menopausa”, respectivamente. Nenhuma paciente do 

grupo pós-menopausa estava recebendo terapia de reposição hormonal. 

Houve um equilíbrio entre o número de mulheres com CM na pré- ou pós-

menopausa (Tabela 4.6). Observa-se, ainda, uma distribuição homogênea 

entre as pacientes destes grupos e os genótipos CC+CT e TT. Não foi 

observada nenhuma associação estatística entre o polimorfismo 677 TT e o 

status hormonal (p=0,94).  

As pacientes foram segregadas arbitrariamente em dois subgrupos 

etários, maior de 70 anos (> 70 anos) e menor que 70 anos (< 70 anos), uma 

vez que o polimorfismo 677 TT e a idade avançada são condições que podem 

estar associados ao CM (Tabela 4.6). A distribuição da freqüência dos 

polimorfismos CC+CT e TT foi semelhante entre os dois grupos. Não houve 

diferença estatística significativa entre o polimorfismo 677 TT e a idade 

avançada (p=0,72).  

O consumo de cigarro e álcool foi investigado, dentre os hábitos de vida 

das mulheres com CM. A média de cigarros fumados, por dia, pelas pacientes 

tabagistas foi de 16  10, e a média dos anos de tabagismo foi de 21  14. 

Com relação ao consumo de álcool, a média de consumo de álcool em gramas, 

por dia, foi de 26,5  14.5. A maioria das pacientes etilistas (21/26; 81%) 

consumia bebidas alcoólicas com freqüência diária. O consumo médio de 

álcool pelas pacientes portadoras do genótipo 677TT foi de 24g/dia. A Tabela 

4.7 mostra a freqüência das pacientes com CM nos grupos 677 CC+CT e TT, 

de acordo com o consumo, ou não, de cigarro ou álcool. 
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Tabela 4.6: Relação entre mulheres com câncer de mama na pré- e pós-
menopausa, idade superior e inferior a 70 anos e o polimorfismo C677T da 
MTHFR. 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 

CC+CT(%)    TT(%)  OR  CI         valor p 
 
     
 
Pré-Menopausa  81 (49) 7 (50)    
 
Pós-Menopausa  84 (51) 7 (50)  0,96        0,29-3,23 0,94# 
 
 
<70 anos   145 (93) 11 (7)       
 
>70 anos    31 (91)   3 (9)  1,28        0,26-5,37 0,72# 
 
 
OR = Odds Ratio; CI = 95% de intervalo de confiança para Odds Ratio. 
Odds Ratio= razão da probabilidade de ocorrência. 

 
# valor de p para Teste Exato de Fisher 
 
Estatisticamente significativo se p 0,0125 (correção de Bonferroni para 
múltiplas comparações). 
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Tabela 4.7: Relação entre o consumo de álcool e o tabagismo em mulheres 
com câncer de mama e o polimorfismo C677T. 
 
 
 
 
 
 
 
 

CC+CT(%)    TT(%)  OR  CI         valor p 
 
Tabagismo     
 
  Sim  35 (85) 6 (15)       
 

Não   136 (95) 7 (5)  0,3      0,08-1,09  0,043# 

 
Etilismo 
 
 Sim  20 (77) 6 (23)   
 
 Não  132 (95) 7 (5)  0,18      0,05-0,67          0,007# * 
 
 
OR = Odds Ratio; CI = 95% de intervalo de confiança para Odds Ratio. 
Odds Ratio= razão da probabilidade de ocorrência. 

 
 
# valor de p para Teste Exato de Fisher 
* estatisticamente significativo se p 0,0125 (correção de Bonferroni para 
análise de múltiplas variáveis) 
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Apesar de os dados mostrarem um número três vezes maior na 

freqüência do genótipo TT nas tabagistas (15%) em comparação às não-

tabagistas (5%), essa diferença não foi estatisticamente significativa (p=0.043; 

valor de p após correção de Bonferroni para múltiplas comparações, p>0,0125). 

As pacientes etilistas portadoras de CM apresentaram um expressivo aumento 

da freqüência do genótipo TT, 4,6 vezes maior do que a freqüência encontrada 

nas pacientes etilistas do grupo CC+CT. Esses resultados indicam uma forte 

associação entre pacientes com CM que consomem álcool e o polimorfismo 

677 TT (p=0,007).  

A análise da associação entre estadiamento do câncer de mama (ver em 

Anexos, 1.5) e os grupos 677 CC+CT e TT foi estatisticamente significativa (qui 

quadrado= 17,8; p=0,0077; Figura 4.5). Metade das pacientes do grupo CC+CT 

encontravam-se no estadiamento II, no momento do diagnóstico (Figura 4.5). A 

maioria das pacientes (65%) portadoras do genótipo TT encontrava-se no 

estadiamento III, com maior proporção de pacientes no estadiamento IIIA em 

relação ao estadiamento IIIB. Observou-se uma diferença importante entre as 

freqüências observadas no estadiamento IIIA para os genótipos CC+CT (12%) 

e TT (47%) (Figura 4.5). Essa diferença foi estatisticamente significativa 

(p=0,0083), sugerindo associação entre estadiamento IIIA e genótipo 677TT 

(Tabela 4.8). Dentre as pacientes diagnosticadas no estadiamento IIIA e 

portadoras de genótipo TT, apenas duas eram alcoolistas.  

Investigou-se se haveria associação entre o uso de cigarro e álcool, 

pelas pacientes com CM, e o estadiamento da doença. Através da análise dos 

dados por regressão logística, não se observou correlação entre etilismo ou 

tabagismo com a severidade da doença (Figura 4.6).  
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Figura 4.5: Histograma tridimensional mostrando a estratificação das pacientes 
com CM, de acordo com estadiamento da doença, e genótipos da MTIHF 
C677T. A legenda indica os estadiamentos para CM, de acordo com as cores. 
Foi utilizado o programa CLUMP® (10.000 simulações) e Epi Info® para os 
cálculos estatísticos para qui quadrado e teste de Fisher, respectivamente. 
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Figura 4.6: Distribuição das pacientes com CM de acordo com estadiamento 
da doença e a presença, ou não, de etilismo e/ou tabagismo. A legenda indica 
os estadiamentos para CM, de acordo com as cores. *valor de p para qui 
quadrado calculado por regressão logística.  
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5. DISCUSSÃO 
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1. ESTUDO DO CÂNCER COLORRETAL 

  

 1.1 POLIMORFISMO C677T DA MTHFR E CCR 

 

 Em nosso estudo, não foi observada associação entre o polimorfismo 

C677T da MTHFR e CCR. A literatura é controversa sobre a correlação entre 

os genótipos da MTHFR e câncer. O polimorfismo da MTHFR modula o risco 

de vários tipos de câncer, de uma maneira sítio-específica. O polimorfismo 

C677T parece aumentar o risco de câncer de endométrio, colo de útero, 

esôfago, estômago, bexiga e CM. Em contraste, o polimorfismo parece diminuir 

o risco para CCR, adenoma colorretal, carcinoma hepatocelular, leucemia 

linfocítica aguda em adultos e crianças, leucemias, linfomas, displasia e câncer 

de colo de útero (Sharp & Little, 2004). Essa discrepância pode ser explicada 

pela diferença no nível de expressão da MTHFR, específico para cada tecido. 

Além disso, a necessidade de folato e a suscetibilidade à deficiência de folato 

são diferentes para cada tecido. A maioria dos estudos tem demonstrado que o 

risco de câncer, associado ao polimorfismo C677T, pode ser modificado por 

consumo de álcool, tabagismo e níveis de folato inadequados (Kim, 2005). 

Uma associação direta entre CCR e genótipo TT foi relatada em indivíduos 

com CCR, tabagistas, portadores de baixos níveis de folato plasmático (Ryan 

et al., 2001) e também em pacientes com alto consumo de álcool (Chen et al., 

1996). Por outro lado, outros estudos observaram um efeito protetor do 

genótipo 677TT em CCR (Chen et al., 1999; Ma et al., 1997; Toffoli et al., 

2003), quando os indivíduos apresentavam níveis adequados de folato (Eaton 
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et al., 2005) e baixos níveis de ingestão de bebidas alcóolicas (Le Marchand et 

al., 2005). 

Os resultados conflitantes da literatura sobre a correlação do 

polimorfismo da MTHFR com o câncer podem ser devidos à importância da 

interação gene-ambiente na tumorigênese do CCR. Há evidências de que os 

fatores dietéticos (particularmente dietas pobres em folato e cobalamina, e alto 

consumo de álcool), associados ao polimorfismo 677 TT, aumentam o risco 

para CCR. Estudos mais recentes especulam que os indivíduos que 

apresentam níveis de folato séricos adequados adquirem uma insensibilidade 

aos efeitos promovidos pelo genótipo TT (tais como hiperhomocisteinemia e 

hipometilação genômica), o que diminui o risco para o CCR (Chen et al., 1996, 

Ma et al, 1997; Rosenberg et al, 2002). No presente trabalho, os níveis de 

folato sérico, de cobalamina ou de homocisteína dos pacientes portadores de 

CCR não foram dosados, o que impediu a análise dessas variáveis. 

Uma vez que a interação gene-ambiente é relevante, e os níveis de 

folato adequados parecem compensar os efeitos oriundos da menor atividade 

da MTHFR, em indivíduos portadores do genótipo TT, tem sido amplamente 

questionada a necessidade de suplementação de ácido fólico para esses 

indivíduos, e para a população geral.  

O folato foi isolado do espinafre, pela primeira vez, em 1941 e, nesta 

época, os primeiros estudos eram focados para a “cura da anemia”. À medida 

que os estudos sobre o metabolismo do folato avançavam, foi notado que a 

administração de folato aumentava o crescimento de tumores já existentes e, 

por isso, as drogas anti-folato (por exemplo, o metotrexato) tornaram-se 

potenciais ferramentas quimoterápicas para o câncer (Ulrich & Potter, 2006). 
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Atualmente, parece existir uma linha tênue entre o efeito benéfico e o efeito 

prejudicial da suplementação com ácido fólico, ainda bastante inconsistente 

com relação ao câncer. Alguns estudos relatam que a dose e o tempo de 

suplementação são críticos para a ocorrência desses efeitos. O folato tem um 

papel duplo na carcinogênese, tanto em animais quanto em humanos: está 

envolvido na prevenção do aparecimento de lesões neoplásicas e na 

progressão de lesões pré-malignas já existentes (Ulrich & Potter, 2006). Os 

estudos epidemiológicos sugerem que altas doses de suplementação (>1000 

g/dia, recomendação diária de ácido fólico = 400 g/dia), por tempo 

prolongado, reduzem o risco para CCR, CM, e outros cânceres, como o de 

pâncreas, esôfago e colo de útero (Ulrich & Potter, 2006). Em contrapartida, os 

ensaios clínicos randomizados relatam que doses baixas de ácido fólico (400 

g/dia) também promovem um efeito protetor, mas ressaltam que, se houver 

um pequeno foco pré-maligno, pode ocorrer rápida progressão das células 

neoplásicas. Especula-se que a discrepância entre os resultados dos estudos 

observacionais e clínicos resulta das diferenças moleculares entre os 

indivíduos e as populações estudadas. A ocorrência de fenômenos 

epigenéticos e genéticos, assim como os polimorfismos das enzimas 

relacionadas ao metabolismo do folato, podem levar a diferenças entre 

indivíduos, inclusive com relação ao comportamento biológico do tumor, em 

resposta ao ácido fólico. É bem aceito que, dentre vários fenômenos, a 

hipometilação genômica é considerada um evento importante na tumorigênese 

(Goelz et al., 1985). Já foi demonstrado que o genótipo 677TT da MTHFR leva 

a hipometilação genômica de leucócitos (Stern et al., 2000) e de tecidos 

normais (Paz et al., 2002). A suplementação diária com ácido fólico (400 g) 



 74

pode reverter o estado de hipometilação (Pufulete et al., 2005). Estes autores 

observaram um aumento de 31% (p<0,001) e 25% (p=0,09) na metilação 

genômica de leucócitos e na mucosa de cólon normal, respectivamente, após 

suplementação por 10 semanas.  

Mais pesquisas serão necessárias para avaliar a indicação e a 

segurança do uso do ácido fólico per se, diante das variações genéticas, 

condições dietéticas e marcadores tumorais, de cada indivíduo. 

Especificamente com relação aos pacientes portadores do genótipo 

677TT, é bem aceito que a suplementação ou dieta rica em ácido fólico deve 

ser estimulada em casos de hiperhomocisteinemia. Ainda não é conhecida a 

quantidade de folato necessária para compensar o defeito genético. Estima-se 

que deve ser necessário um nível de folato plasmático acima de 13,6 nmol/L 

para diminuir os níveis de homocisteína (Somekawa et al., 2002). No entanto, 

esses indivíduos devem ter acompanhamento clínico e laboratorial para se 

evitar excesso de suplementação, pois, hoje em dia, existem alimentos de 

grande consumo, tais como farinha e cereais, fortificados com ácido fólico. Os 

níveis séricos elevados de ácido fólico podem levar a outros efeitos deletérios, 

como declínio da cognição em idosos e da função imune (Ulrich & Potter, 

2006).  

Em nosso estudo, os resultados de genotipagem da MTHFR foram 

semelhantes quando analisamos 32 pares de tecido colorretal normal e tumoral 

do mesmo paciente. Sabe-se que a genotipagem do tecido tumoral pode ser 

problemática, por causa da perda da heterogosidade (LOH), que é uma 

característica comum dos tumores, especialmente no CCR. Isso pode levar a 

uma classificação errônea dos genótipos, por isso alguns estudos preferem a 



 75

utilização do tecido normal ou de sangue periférico. A perda das regiões 

cromossômicas 8p, 17p, 18q e 22q são freqüentes em CCR. Em nosso estudo, 

não tivemos dificuldade com relação à amplificação do loco da MTHFR por 

PCR, ou à genotipagem por RFLP de nossas amostras, realizada em triplicatas 

e em dias diferentes. Por mais cuidadosa que seja a microdissecção das 

amostras de CCR, existe a chance de contaminação com tecido normal (como 

células endoteliais dos vasos, células do estroma e inflamatórias) de 

aproximadamente 18%. Isso pôde ter contribuído para as taxas de sucesso de 

nossos experimentos. Na ausência de LOH para o loco estudado no tecido 

tumoral, o mesmo genótipo era esperado para esses tecidos, uma vez que o 

polimorfismo da MTHFR é uma alteração genômica, não-específica das células 

tumorais. Por isso, o polimorfismo C677T não deve ser considerado como 

marcador tumoral, mas possível marcador preditivo.  

Parece ser interessante a genotipagem do polimorfismo da MTHFR e de 

outras enzimas cruciais do ciclo do folato (particularmente timidilato sintetase) 

anteriormente à quimioterapia adjuvante para tratamento do CCR e CM. É 

importante chamar a atenção para a toxicidade e o aumento da resposta 

terapêutica por maior quimiosensibilidade, que os pacientes portadores do 

genótipo TT apresentam, quando realizam quimioterapia com metotrexato e 5-

fluorouracil, respectivamente, em comparação aos genótipos 677CC/CT 

(Shrubsole et al., 2005). Trabalhos recentes demonstraram maior 

quimiosensibilidade das células portadoras do genótipo 677TT (Sohn et al., 

2004) e maior resposta terapêutica ao 5-fluorouracil em pacientes com 

polimorfismo 677TT com CCR metastático (Cohen et al., 2003). Vários estudos 

indicam que o genótipo 677 TT está associado ao risco aumentado de 
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aparecimento de mucosite oral, e principalmente com maior toxicidade hepática 

e hematopoiética quando da utilização do metotrexato, o que culmina em 

interrupção do tratamento. Uma toxicidade severa de medula óssea foi 

observada em mulheres com CM, portadoras do genótipo TT, quando o 

esquema quimioterápico utilizava simultaneamente metotrexato e 5-fluorouracil 

(Robien et al., 2005; Kim, 2005; Efferth & Volm, 2005). A homozigose do alelo 

T parece estar associado à baixa sobrevida em mulheres com CM avançado, e 

não modifica a sobrevida de mulheres diagnosticadas em estádio inicial, 

quando comparado a pacientes portadores dos outros genótipos com os 

mesmos estádios (Efferth & Volm, 2005). 

 

1.2 MTHFR, CCR E CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS 

 

A literatura tem mostrado que o CCR pode progredir através de dois 

mecanismos distintos que envolvem diferenças clínicas, fenotípicas e 

moleculares. 

Um estudo conduzido por Rosen & Shaw (1999) avaliou 915 recém-

nascidos hígidos, e sugeriu que o genótipo TT foi mais freqüente em recém-

nascidos do sexo masculino do que no sexo feminino. Em nosso estudo, não 

foi observada diferença na freqüência do genótipo TT com relação à 

estratificação por sexo, assim como demonstrado no estudo de Anderson et al. 

(2005). Neste estudo, os autores analisaram os resultados de 20 trabalhos 

publicados na literatura, referentes a um total de 8.400 indivíduos pesquisados, 
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e não encontraram variação entre a freqüência dos genótipos da MTHFR e o 

sexo desses indivíduos. 

Shannon e colaboradores (2002) sugerem que o genótipo 677 TT está 

associado à alta mortalidade em populações idosas. Esses autores justificam 

esse resultado pelo fato de que, tanto o genótipo TT quanto o processo natural 

de envelhecimento, favorecem um aumento do nível de homocisteína 

plasmática, notável fator de risco para hipometilação genômica. Assim, 

teoricamente, à medida que a idade progride, aqueles indivíduos portadores do 

genótipo TT devem apresentar maior risco para o aparecimento do CCR, 

quando alcançarem uma idade mais avançada. De fato, ao separamos os 

pacientes com CCR em dois grupos, o primeiro constituído de indivíduos com 

idade superior a 70 anos, e o segundo com indivíduos com menos de 70 anos, 

observamos uma maior freqüência do genótipo TT no primeiro grupo (19%) em 

comparação ao segundo (9%), mas essa diferença não apresentou 

significância estatística. Além disso, parece não haver relação linear entre o 

genótipo TT e a severidade (avaliado através do estadiamento por Dukes) e a 

recorrência até 3 anos após remissão da doença, em concordância com o 

trabalho de Shannon e colaboradores (2002). Consideramos que o 

estadiamento da doença está ligado à temporalidade do diagnóstico, não 

refletindo a agressividade tumoral. 
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1.3 MTHFR, CCR E MECANISMOS PATOGENÉTICOS 

 

1.3.1 MTHFR, CCR e Hipermetilação da região promotora de genes 

 

Dois mecanismos patogenéticos distintos foram propostos para o CCR. 

O mais freqüente (85%), denominado “clássico”, está relacionado à ocorrência 

de eventos mutacionais (germinativos e/ou somáticos) aditivos que culminam 

em LOH, e, portanto, em instabilidade cromossômica, de importantes regiões 

genômicas. O outro, denominado “mutador”, está relacionado à ineficiência do 

sistema de reparo (MMR) que ocorre em decorrência de mutações somáticas 

e/ou germinativas em genes relacionados ao MMR. A distinção entre os dois 

mecanismos é relevante, uma vez que os tumores ditos “mutadores” exibem 

características biológicas e clínicas específicas que, em conjunto, são 

denominadas fenótipo mutador. Este fenótipo inclui localização preferencial no 

cólon direito, histologia indiferenciada, infiltração linfocitária, melhor prognóstico 

e maior resistência à quimioterapia com 5-fluorouracil.  

Atualmente, sabe-se que a perda da atividade dos genes relacionados 

na gênese de ambos os mecanismos (clássico ou mutador) ocorre 

preferencialmente por eventos epigenéticos (hipermetilação e hipometilação). 

Dentre esses, a hipermetilação da região promotora de genes é evento 

marcante das células neoplásicas, especialmente para o CCR. Particularmente, 

a hipermetilação da região promotora do gene hMLH1 é o único evento que 

reconhecidamente origina MSI e, portanto, está relacionado ao fenótipo 

mutador. Em nosso estudo, avaliamos se haveria associação entre a 

hipermetilação da região promotora de 5 genes relacionados ao CCR (DAPK, 
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MGMT, hMLH1, p16INK4a e p14ARF), MSI (dados publicados por Anacleto et al., 

2005) e os genótipos da MTHFR. Poucos trabalhos estudaram esses 

parâmetros moleculares com relação aos polimorfismos da MTHFR.  

A investigação entre hipermetilação e o genótipo TT da MTHFR é 

interessante devido a três pontos principais: (i) o polimorfismo da MTHFR 

C677T leva ao desequilíbrio do metabolismo dos grupos metila e, teoricamente, 

pode afetar o padrão de metilação; (ii) o genótipo 677TT está associado à 

hipometilação de tecidos normais e em tecidos de CCR, CM e câncer de 

pulmão (Paz et al., 2002); (iii) os tumores que exibem hipermetilação da região 

promotora de genes, freqüentemente, exibem hipometilação genômica por 

excesso de consumo de grupamentos metila, o qual ocorre no primeiro evento 

(Esteller, 2005). No entanto, nós não encontramos diferenças estatisticamente 

significativas entre o genótipo TT e hipermetilação de um ou mais locos 

analisados nas amostras de CCR, em concordância com estudo anterior (Paz 

et al., 2002). No entanto uma pergunta poderia ser feita: será que o genótipo 

TT poderia levar a menor quantidade de locos hipermetilados em nossas 

amostras, em comparação aos genótipos CT e CC? Esta pergunta se sustenta 

pela hipótese de que o genótipo TT leva à diminuição da formação de SAM, 

principal doador de grupamentos metila, fundamental para metilação aberrante 

dos promotores dos genes. Das amostras com genótipo 677TT (n=15) e 677 

CT+CC (n=91), 47% (n=7) e 55% (n=50) delas apresentaram hipermetilação 

em pelo menos um dos locos analisados, sem diferença estatística entre os 

grupos (p=0,59; dado não-mostrado). Dois motivos podem contribuir para o 

resultado negativo, em resposta à pergunta feita anteriormente: o número 

pequeno de indivíduos com genótipo 677TT (n=15), e a inacessibilidade dos 
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níveis de folato plasmático dos pacientes, pois níveis adequados de folato 

podem reverter os efeitos da homozigozidase do alelo T. Seria interessante a 

realização de estudos com maior casuística em que se investigasse a 

associação entre as variantes germinativas que envolvem as enzimas 

relacionadas no metabolismo do folato, a metilação aberrante dos promotores 

de genes envolvidos na gênese do câncer e os níveis de folato plasmático. 

Esses parâmetros, em conjunto, podem afetar o paradigma de metilação de 

DNA.  

 

1.3.2 MTHFR, CCR e Instabilidade de Microssatélites 

 

A presença de MSI é característica marcante dos CCR que pertencem 

ao fenótipo mutador. Tumores MSI+ são tipicamente diplóides, apresentam 

tamanhos maiores, raramente dão origem a metástases, apresentam 

estadiamento menos avançado e, por isso, apresentam melhor prognóstico e 

sobrevida do que os tumores com instabilidade cromossômica e com 

estabilidade de microssatélites (MSS) (Chang et al., 2006). Dois eventos falam 

contra a “benignidade” dos tumores CCR/MSI+. O primeiro é a resistência à 

quimioterapia e a menor sobrevida dos pacientes MSI+ em tratamento com 5-

fluorouracil (Carethers et al., 1999). O segundo evento é que a MSI em CCR 

pode ser um marcador de suscetibilidade herdada ou adquirida para outras 

doenças, como câncer gástrico, de útero e ovário, conforme relatado por 

recente estudo (Chang et al., 2006). As nossas amostras 677TT/MSI+ 

totalizaram 7 indivíduos que apresentaram as seguintes características: 6 

mulheres, todos os pacientes apresentavam idade superior a 70 anos, 2 casos 
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de invasão linfocitária, estadiamento a partir de T2N0M0 e nenhuma 

recorrência da doença. Não tivemos acesso ao tipo de quimioterapia 

empregada nesses pacientes. Seria interessante analisar a resposta à 

quimioterapia com 5-fluorouracil nos pacientes CCR do grupo 677TT/MSI+. De 

forma paradoxal, o genótipo 677TT pode “anular” o efeito conferido pelo 

CCR/MSI+, e vice-versa. Os pacientes portadores de tumores MSI+ são 

quimioresistentes e, em contraponto, o genótipo TT confere maior 

quimiosensibilidade e resposta terapêutica ao 5-fluorouracil. 

Em nosso estudo, encontramos uma forte associação estatística entre o 

genótipo 677TT e a instabilidade de microssatélites. Esta associação já foi 

observada em estudo prévio (Shannon et al., 2002), mas não em outros (Toffoli 

et al., 2003; Eaton et al., 2005). Shannon et al. (2002) observaram que os 

tumores MSI eram mais comuns entre pacientes com CCR mais idosos (>70 

anos), quando comparados com tumores MSS, à semelhança dos nossos 

resultados. Em contraponto, Plaschke et al. (2003) não identificaram nenhuma 

associação entre os genótipos dos polimorfismos C677T/A1298C e os casos 

de CCR com MSI. Dois estudos em CCR são favoráveis a uma associação 

inversa entre o genótipo 677TT e MSI (Toffoli et al., 2003 e Eaton et al., 2005) 

influenciado por adequados níveis de folato, e preconizam que essa situação 

favorece tumores MSS. 

Investigamos duas possibilidades que poderiam originar a associação 

entre polimorfismo 677TT e MSI+: o excesso do genótipo 677TT nas amostras 

MSI+ estaria relacionado à hipermetilação da região promotora do gene 

hMLH1? Ou estaria associado à mera estratificação étnica?  
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Para responder à primeira pergunta, separamos as amostras 

677TT/MSI+ em dois subgrupos com relação à presença ou ausência de 

hipermetilação para o loco hMLH1. Houve um equilíbrio entre as freqüências 

das amostras 677TT/MSI+ para ambos subgrupos (p=0,1). Observamos, ainda, 

que nem todas as amostras MSI+ apresentavam hipermetilação da região 

promotora para o loco analisado. A metilação neste loco, reconhecidamente, 

leva à instabilidade de microssatélites, mas nem sempre toda instabilidade de 

microssatélites está associada a hipermetilação do gene de reparo hMLH1, 

conforme já visto em alguns estudos (Yamashita et al., 2003; Anacleto et al., 

2005b). Nas amostras 677TT/MSI-, não foi observada hipermetilação para o 

loco hMLH1.  

No Brasil, temos uma população bastante heterogênea, que resulta de 

cinco séculos de mistura étnica entre indivíduos. Estes eram oriundos de três 

continentes: Europa, na figura dos colonizadores portugueses, África (através 

da vinda dos escravos) e América (nativos habitantes do Brasil). Desde a 

colonização, esses três grupos se misturaram a tal ponto que, no Brasil, a cor 

de pele não reflete a origem ancestral do indivíduo (Parra et al., 2003). As 

proporções relativas das três ancestralidades variam consideravelmente em 

diferentes regiões brasileiras (Alves-Silva et al., 2000; Carvalho-Silva et al., 

2001). Poucos estudos relatam a freqüência alélica ou genotípica da MTHFR 

C677T encontrada no Brasil, segundo dados publicados na literatura indexada 

(Franco et al., 1998; Arruda et al., 2002; Couto et al., 2004). No mundo, a 

distribuição da freqüência do alello 677T parece variar de acordo com o grupo 

étnico e área geográfica. As freqüências alélicas e genotípicas mais baixas são 

encontradas em populações pretas de descendência africana, como do Quênia 
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(4.9% / 0%), Gâmbia (6.25% / 0%) e Madagascar (6,7% / 0%) (Schneider et al., 

1998). Nesses grupos africanos, não foi detectado nenhum indivíduo portador 

de homogozigose do alelo T (Schneider et al., 1998, Rosenberg et al., 2002). 

As maiores freqüências são encontradas em hispânicos, variando entre 41 até 

57% para freqüência do alelo T (maior pico observado em mexicanos) e 15,3 a 

32% para freqüência genotípica (Schneider et al., 1998; Wilcken et al., 2003). 

Na população européia observa-se um aumento progressivo da freqüência do 

genótipo TT à medida que se desloca do extremo norte europeu para os países 

mediterrâneos. Este fenômeno também é observado na América do Norte, 

onde no Canadá encontram-se freqüências do genótipo TT menores do que 

aquelas encontradas no sul dos Estados Unidos (Wilcken et al., 2003). O 

consumo adequado de ácido fólico parece influenciar na distribuição dos 

genótipos da MTHFR, o que justifica a variabilidade na prevalência do genótipo 

677TT em diferentes populações. Os indivíduos portadores de homozigose da 

MTHFR apresentam uma sobrevida maior, se o consumo de ácido fólico for 

adequado (Rosenberg et al., 2002). Isso explicaria o fenômeno observado na 

distribuição crescente da freqüência do genótipo 677TT do norte para o sul da 

Europa: há um consumo maior de ácido fólico nos países mediterrâneos, em 

comparação aos nórdicos. Concebivelmente, a baixa freqüência da MTHFR 

677T observada em africanos está relacionada à deficiência de folato, por 

desnutrição e má absorção do ácido fólico, condições ainda comuns na África 

(Rosenberg et al., 2002). No entanto, a freqüência do genótipo TT em 

afrodescendentes moradores nas Américas é superior em relação aos 

africanos, mas ainda são freqüências menores do que aquelas encontradas 

nos outros grupos étnicos (Botto & Yang, 2000). Uma dieta mais rica em ácido 



 84

fólico e a mistura étnica poderiam contribuir para o aumento da freqüência do 

genótipo 677TT entre afro-descendentes. A figura 5.1 mostra a distribuição da 

freqüência dos genótipos 677CC+CT e 677TT em alguns países do mundo. 

Considerando que a freqüência do alelo 677T (Botto et al., 2001) e a 

incidência da MSI (Ashktorab et al., 2003) em CCR parecem ser 

diferentesentre africanos e europeus, investigamos se a associação entre MSI+ 

e genótipo 677TT poderia ter acontecido devido à estratificação étnica das 

amostras de CCR. Utilizamos como ferramenta a análise de 40 locos bialélicos 

polimórficos (indels) que, em conjunto, formam uma poderosa ferramenta para 

informar a ancestralidade genômica de cada indivíduo (Bastos-Rodrigues et al., 

2006). Escolhemos os indels como marcadores de ancestralidade genômica 

porque apresentam algumas vantagens em comparação a outros marcadores, 

como, por exemplo, os microssatélites. Os indels formam uma ferramenta 

simples, com baixa taxa de mutação e, por isso, reproduzem um histórico 

evolutivo mais antigo do que os microssatélites.  

A distribuição dos indivíduos com CCR MSI+ e MSI- nas três principais 

populações étnicas fundadoras da população brasileira (Ameríndia, Africana e 

Européia) foi semelhante entre os grupos MSI+ e MSI-. Esse resultado é 

importante porque exclui a estratificação étnica de nossas amostras. Assim, 

descartam-se duas possibilidades que poderiam causar um viés em nosso 

resultado. A primeira, de encontramos um maior número de indivíduos de 

ancestralidade européia no grupo MSI+ do que o número observado no grupo 

MSI- e, a segunda, de existir um número de indivíduos de ancestralidade 

africana no grupo MSI-, superior ao número encontrado no grupo MSI+. 
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A maioria dos pacientes do grupo CCR e do grupo controle 

apresentaram ancestralidade européia (85%). Os indivíduos pesquisados em 

nosso estudo são representativos da distribuição dos grupos ancestrais, na 

Região Sudeste do Brasil. Um estudo populacional, utilizando os mesmos 

marcadores, revelou que 88% dos indivíduos da região sudeste brasileira 

pertencem à ancestralidade européia (Bastos-Rodrigues et al. - manuscrito em 

preparação). Assim, exclui-se a possibilidade de não-aleatoriedade ou de 

seletividade de nossas amostras. 
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2. ESTUDO DO CÂNCER DE MAMA 

 

2.1 POLIMORFISMO DA MTHFR E CÂNCER DE MAMA 

 

 Os poucos estudos que investigaram a associação entre CM e o 

polimorfismo da MTHFR C677T forneceram resultados controversos ou 

inconclusivos, até o momento. Vários fatores contribuíram para a variabilidade 

dos resultados: pequeno número de casos e controles, diferentes populações e 

agrupamento diferente de genótipos da MTHFR 677 para análise estatística 

(por exemplo, CC x CT/TT ou CC/CT x TT).  

Em nosso estudo, não foi encontrada associação estatisticamente 

significativa entre o polimorfismo C677T e o risco para CM. Recente meta-

análise sobre o tema (Zintaras, 2006) agrupou e analisou os dados de 33 

artigos indexados e não encontrou relação entre o polimorfismo C677T e CM. 

Dentre esses, apenas três trabalhos (Ergul et al., 2003; Deligezer et al., 2005; 

Chen et al., 2005) mostraram associação entre o genótipo 677TT e CM. 

Zintaras (2006) estratificou os dados de acordo com três categorias principais: 

(i) grupo étnico (descendência européia, africana, leste asiático e “outros” que 

incluíram as etnias turcas, havaianas, judias e árabes), (ii) época do 

diagnóstico do CM na pré- e (iii) pós menopausa. Não foi encontrada diferença 

estatística entre o polimorfismo C677T e mulheres com CM de diferentes 

grupos étnicos ou mulheres diagnosticadas com CM na pós-menopausa. No 

entanto, essa meta-análise (Zintaras, 2006) e outro estudo (Semenza et al., 

2003) relataram que o polimorfismo C677T é um fator de risco para CM em 

mulheres na pré-menopausa, contrariamente aos resultados encontrados em 

nosso trabalho, no qual não encontramos associação entre mulheres na pré-
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menopausa com diagnóstico de CM e o genótipo 677TT. Os efeitos 

decorrentes da inadequada atividade da MTHFR podem-se somar aos efeitos 

do estrógeno no epitélio mamário. Casos de CM diagnosticados em mulheres 

com ciclos ovulatórios (ou seja, na pré-menopausa) apresentam mecanismo 

patogenético diferente dos casos com diagnóstico na pós-menopausa. Os 

hormônios ovarianos (notadamente o estrógeno) afetam a cinética das células 

tronco do epitélio mamário, induzindo sua diferenciação e replicação. A longa 

ou superexposição aos hormônios pode ser um ponto de partida para a 

carcinogênese mamária (Henderson et al., 1988). Células com alta atividade 

mitótica são susceptíveis a alterações na síntese, reparo e metilação de DNA. 

Uma vez que a MTHFR tem um papel relevante na manutenção destas etapas 

moleculares, sua inadequada atividade pode ter um sinergismo juntamente 

com os hormônios ovarianos na patogênese do câncer de mama. No entanto, a 

avaliação dietética do consumo de folato é importante para validar esse tipo de 

associação. Devido a isso, as conclusões dos trabalhos que avaliam a relação 

entre a expansão estrogênica e a atividade da MTHFR no parênquima mamário 

devem ser interpretadas com cautela (Semenza et al., 2003; Zintaras, 2006), 

pela falta de dados referentes a fatores modificadores do ciclo do folato, como 

a dieta. 
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2.2  POLIMORFISMO DA MTHFR, CÂNCER DE MAMA E STATUS    

       HORMONAL 

 

Estudos sugerem que as pacientes portadoras do genótipo TT na pós-

menopausa são boas candidatas a utilizarem terapia de reposição hormonal 

(TRH) (Somekawa et al., 2002). Recente trabalho (Le Marchand et al., 2004) 

mostrou uma associação inversa entre o genótipo 677TT e CM em mulheres na 

pós-menopausa em TRH. De maneira similar, também não encontramos 

associação entre genótipo TT e status hormonal, porém, nossas pacientes não 

estavam em TRH. Na pós-menopausa, o epitélio mamário apresenta uma 

diminuição notória das taxas de divisão celular, no entanto ocorre um aumento 

significativo dos níveis de homocisteína plasmática (Hak et al., 2000). 

Teoricamente, os estrógenos exógenos aumentam a proliferação epitelial na 

mama e, ao mesmo tempo, diminuem os níveis de homocisteína plasmática, 

mas por um mecanismo que parece ser independente dos níveis de folato ou 

do genótipo da MTHFR (Somekawa et al., 2002, Madsen et al., 2002). Ainda 

permanece sem resposta o mecanismo pelo qual o genótipo TT favoreceria um 

efeito protetor para o risco de CM, nas mulheres pós-menopausa em TRH. 

 

2.3 POLIMORFISMO DA MTHFR, CÂNCER DE MAMA E IDADE 

 

O aumento da idade, a pós-menopausa e o genótipo 677TT elevam os 

níveis de homocisteína plasmática, e, além disso, já foi demonstrado que a 

homozigosidade do alelo T da MTHFR 677 está relacionada à maior 

mortalidade em idosos com CCR (Shannon et al., 2002). Devido a isso, 

estratificamos as pacientes com CM em dois grupos, o primeiro constituídos de 

pacientes com idade maior que 70 anos e o segundo, constituído de pacientes 
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com idade menor que 70 anos. Não houve diferença na freqüência do genótipo 

677TT em relação à iadade. O que pode ter influenciado os resultados de 

nosso trabalho é o número reduzido de mulheres acima de 70 anos com CM, 

aproximadamente 18% da casuística, diferentemente do número de pacientes 

com idade acima de 70 anos no estudo CCR (Shannon et al., 2002), que 

representaram 52%. Em nosso trabalho, não pudemos avaliar o impacto do 

genótipo TT sobre a mortalidade, pois todas as pacientes estavam vivas e em 

acompanhamento clínico no ambulatório de mastologia do Hospital das 

Clínicas (UFMG), por ocasião do estudo. A homozigosidade do alelo T parece 

estar associada à baixa sobrevida em mulheres com CM avançado, e não 

modifica a sobrevida de mulheres diagnosticadas em estágio inicial, quando 

comparada a pacientes portadores dos outros genótipos da MTHFR com os 

mesmos estádios (Shrubsole et al., 2005). Não tivemos acesso ao tipo de 

quimioterapia que as pacientes utilizaram para o tratamento do CM. Parece 

que as pacientes com CM e genótipo 677TT podem apresentar baixa sobrevida 

por apresentarem exacerbação dos efeitos tóxicos da quimioterapia adjuvante. 

Uma toxicidade severa de medula óssea foi observada em mulheres com CM 

portadoras do genótipo TT, quando no esquema quimioterápico, utilizava-se 

simultaneamente metotrexato e 5-fluoracil (Robien et al., 2005; Kim, 2005; 

Efferth & Volm, 2005). Dentre seis pacientes que apresentaram toxicidade 

severa ao primeiro ciclo com CMF (ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluoracil), 

cinco eram portadoras do genótipo 677TT. Tratamentos com drogas 

antimetabólicas, como o metotrexato, podem elevar os níveis de 

homocisteinemia plasmática, o que contribui para a toxicidade (Toffoli et al., 

2000). Neste sentido, o genótipo da MTHFR C677T e os níveis de 
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homocisteína são fatores preditores de toxicidade quando se utilizam drogas 

antifolato, como metotrexato e 5-fluoracil. A administração de folato, vitamina 

B6 e B12 é barata, não-tóxica e pode proteger as pacientes portadoras do 

genótipo TT de efeitos colaterais severos e até mesmo letais da quimioterapia 

com CMF.  

 

2.4 POLIMORFISMO DA MTHFR, CÂNCER DE MAMA E CONSUMO     

      DE ÁLCOOL E CIGARRO 

 

Atualmente, as pesquisas têm dado muita atenção para os fatores de 

risco modificáveis associados ao câncer. O efeito cumulativo de nove fatores 

de risco modificáveis é responsável por mais de um terço das mortes por 

câncer (Danaei et al., 2005). A busca por medidas de saúde pública e 

intervenções clínicas têm sido o foco de vários estudos porque vários tipos de 

câncer, incluindo CM e CCR, podem ser prevenidos por mudanças nos hábitos 

de vida. Dentre os fatores de risco modificáveis, destacam-se o tabagismo e o 

consumo de álcool, além do baixo consumo de frutas e vegetais. 

Um dos exemplos mais ilustrativos da interação gene-ambiente na 

carcinogênese constitui-se da relação do polimorfismo da MTHFR 677 e dos 

fatores de risco modificáveis. A associação do polimorfismo 677 e CM tem sido 

inconsistente, porque os fatores ambientais apresentam um potente efeito 

modificador no risco para CM. Isoladamente, o tabagismo deve ter um 

importante papel na carcinogênese mamária, mas não é considerado fator de 

risco primário. Cui et al. (2006) mostraram que o risco para CM está associado 

com a duração, a intensidade e a exposição cumulativa ao consumo de cigarro. 

Os fumantes estão expostos a vários agentes carcinogênicos bem conhecidos, 
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presentes na fumaça do cigarro, como, por exemplo, o benzopireno, um 

hidrocarbono aromático policíclico. A forma ativa do benzopireno, benzopireno-

diol-epóxido, está relacionada a maior dano ao DNA de pacientes com CM, por 

alterações no sistema de reparo, podendo contribuir para o risco de CM (Shi et 

al., 2004). Além disso, estudos epidemiológicos têm demonstrado que os 

fumantes apresentam um nível maior de homocisteína plasmática e baixos 

níveis séricos de vitaminas do grupo B, como B6, B12 e folatos, quando 

comparados aos não-fumantes (Piyathilake et al., 1994, O’Callaghan et al., 

2002). Portanto, os efeitos deletérios do cigarro podem se somar aos efeitos 

promovidos pela baixa atividade da MTHFR. Por isso, investigamos se as 

pacientes com CM, tabagistas, apresentariam maior freqüência do genótipo 

677TT, em comparação às não-tabagistas. Encontramos um valor marginal 

(p=0,043), estatisticamente não significativo, entre pacientes portadoras do 

genótipo 677TT tabagistas, e. não-tabagistas. Até o momento, na literatura 

indexada, nenhum trabalho exibiu uma casuística adequada para a avaliação 

entre CM, tabagismo e polimorfismo da MTHFR C677T. Dois trabalhos 

relataram associação significativa entre tabagismo e o polimorfismo C677T da 

MTHFR em câncer de bexiga (Lin et al., 2004) e em mulheres com câncer de 

pulmão (Shi et al., 2005). O tabagismo é um fator de risco primário para o risco 

de câncer de pulmão e bexiga, e é considerado um fator secundário em outros 

tipos de câncer, como o colorretal e o de mama. Esta observação pode 

contribuir para um viés na análise dos resultados relatados pelos estudos 

anteriormente citados.  

Com relação ao consumo de álcool, observamos freqüência maior do 

genótipo 677TT em mulheres com CM, etilistas, que foi estatisticamente 
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diferente das não-etilistas (p=0,007; CI=0,05-0,67). Esse resultado indica uma 

forte associação entre pacientes com CM que consomem álcool e o 

polimorfismo 677TT. Esse resultado é interessante, porque o álcool interfere 

em variáveis importantes para o metabolismo do folato. O álcool é um 

“antagonista do folato”, e seu uso moderado (2-3 doses/dia) diminui os níveis 

séricos de vitamina B12 e folatos, e aumenta os níveis de homocisteína (de la 

Vega et al., 2001; Giovannucci, 2004; Chiuve et al., 2005). Além disso, os 

indivíduos portadores do genótipo 677TT são especialmente sensíveis aos 

efeitos carcinogênicos do álcool (Bailey et al., 2003), e podem ser intolerantes 

ao uso de bebidas alcoólicas (Semenza et al., 2003). Nossos resultados são 

diferentes dos relatados por Le Marchand (2004), que relatou que o consumo 

de álcool está associado ao aumento do risco de CM em portadoras do 

genótipo 677CC, usuárias de TRH. Trabalho anterior relatou que as pacientes 

com CM portadoras dos genótipos 677CC e CT estão associadas a um risco 

menor para a doença quando os níveis de folato são adequados (Beilby et al., 

2004). De fato, o consumo adequado de folato deve ter um papel preventivo 

para o CM, em mulheres que consomem álcool (Zintaras, 2006). A maioria dos 

trabalhos observou que há um risco elevado de CM em mulheres com genótipo 

677TT que apresentam um baixo consumo de folato (Chen te al., 2003), 

semelhante ao relatado para o CCR. Indivíduos etilistas portadores do genótipo 

677TT apresentam um risco maior para CCR, que pode ser revertido através 

de alto consumo de folato (Weisberg et al., 2003). Há poucos trabalhos que 

relataram o álcool como modificador do risco para CM em portadores do 

genótipo 677TT. Na maioria dos trabalhos, observou-se que há um risco 

elevado de CM em mulheres com genótipo 677TT que apresentam um baixo 
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consumo de folato (Chen te al., 2003). Estima-se que o consumo moderado de 

álcool (>15g/dia) é suficiente para aumentar os níveis de homocisteína em 

mulheres saudáveis (Chiuve et al., 2005), e que os níveis de folato plasmático 

acompanham inversamente aos níveis de homocisteína. Neste estudo, as 

pacientes etilistas consomem de 12 a 41g/dia de álcool. A média de álcool 

consumida pelas pacientes portadoras do genótipo TT foi de 24g/dia. 

Teoricamente, a ingestão dessa quantidade de álcool poderia modificar os 

níveis de homocisteína e folato plasmático, sendo intensificados pelos efeitos 

deletérios advindos da baixa atividade da MTHFR. Isso justificaria a maior 

proporção de pacientes com CM alocadas no grupo das etilistas portadoras do 

genótipo TT. No entanto, não podemos afirmar tal mecanismo, porque não 

temos acesso aos níveis de homocisteína ou folato plasmáticos e nem 

informações sobre a dieta dessas pacientes. O uso preventivo de folato para 

pacientes etilistas portadoras do genótipo TT, deve ser considerado, com o 

objetivo de reverter os efeitos do genótipo 677TT no CM. 

Com o intuito de determinar se a gravidade do CM e o genótipo 677TT 

da MTHFR estariam relacionados, separamos as pacientes de acordo com o 

estadiamento TNM e os genótipos 677CC+CT e TT. Foi encontrada uma forte 

associação estatística, entre estadiamento para CM e genótipo TT (p=0,0077). 

Observamos um significativo acúmulo de pacientes portadoras do genótipo 

677TT encontradas no estadiamento IIIA (p=0,0083). Esse resultado foi 

diferente do reportado pelo estudo de Srubsole et al., (2005), no qual não 

encontrou diferença significativa entre estadiamento para CM e genótipos da 

MTHFR. Outro estudo conduzido por Langsenlehner et al., (2003), o qual 

analisou variáveis como, tamanho do tumor maior que 2 cm, grau histológico 
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superior a 2, e metástases em linfonodos, também não encontrou associação 

estatística entre essas características e os genótipos da MTHFR. Ambos os 

trabalhos utilizaram um número maior de pacientes, e a proporção de pacientes 

portadoras do genótipo TT foi superior à nossa casuística. 

Não podemos afirmar que existe uma relação de causalidade entre 

genótipo TT e estadiamento IIIA para CM. O estadiamento, neste estudo, está 

ligado apenas à temporalidade do diagnóstico, não refletindo o nível de 

agressividade tumoral. Temos que considerar que as pacientes do nosso 

estudo são pertencentes às classes sociais média e baixa. Sabe-se que o 

acesso dessas pacientes ao setor primário de saúde (posto de saúde) e ao 

secundário (ambulatórios de especialidade) é difícil, o que pode postergar o 

diagnóstico da doença. Ao mesmo tempo, não podemos deixar de discorrer 

que o tumor de mama classificado em estádio III, apresenta maior atividade 

celular em relação aos estádios I e II. A diferença marcante entre estadiamento 

IIIA e os demais estádios se refere à invasão de células cancerosas em 

linfonodos axilares (N2, linfonodos axilares fixos). Não sabemos qual é o 

processo que poderia contribuir para a metástase das células do CM que 

expressam a MTHFR com baixa atividade. No entanto, os efeitos da inatividade 

da MTHFR podem se somar às inúmeras alterações celulares que controlam o 

crescimento celular e a invasão do tecido adjacente e à distância. No entanto, 

uma pergunta poderia ser feita: será que essa associação ocorreu por maior 

quantidade de pacientes etilistas encontradas no estadiamento IIIA? Somente 

duas pacientes, com estádio IIIA e portadoras do genótipo TT, eram etilistas. 

Com o intuito de averiguar se o consumo de álcool e de cigarro poderia estar 

correlacionado ao estadiamento mais avançado, essas variáveis foram 
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analisadas através de regressão logística. Nesta análise não foi encontrada 

nenhuma associação, sugerindo que, em nosso estudo, esses fatores de risco 

modificáveis não se correlacionam com a estadiamento avançado. Estudos 

adicionais focados na relação do álcool, estadiamento para CM e polimorfismo 

da MTHFR devem ser realizados.  
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                      6. CONCLUSÃO
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Este traballho avaliou o polimorfismo da MTHFR C677T em dois tipos de 

câncer, CCR e CM. Nas amostras de CCR avaliou-se a relação entre o 

genótipo 677TT, e parâmetros clínicos e moleculares. Nas amostras de CM, 

avaliou-se a relação entre o genótipo 677TT e parâmetros clínico-patológicos. 

A partir da análise e discussão dos resultados encontrados neste trabalho, 

podemos concluir: 

 

 

 

 Não encontramos associação estatisticamente significativa entre o 

polimorfismo C677T e o risco para CCR e CM.  

 

 Nas amostras de CCR, não encontramos associação 

estatisticamente significativa entre o genótipo 677TT e parâmetros 

clínicos e/ou hipermetilação da região promotora de 5 genes 

associados ao CCR (DAPK, MGMT, hMLH1, p16INK4a e p14ARF). No 

entanto, foi observada uma forte associação estatística entre os 

tumores MSI+, e o genótipo 677TT.  

 

 Nas amostras de CM, foi encontrada associação estatisticamente 

significativa, entre o genótipo 677TT e pacientes etilistas, e entre 

pacientes diagnosticadas em estádio IIIA. 
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7. ANEXOS 
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1.1 Aprovação do estudo pelo Comitê de Ética em  
      Pesquisa do Hospital do Câncer/ São Paulo 
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1.2 Aprovação do estudo pelo Comitê de Ética em  
      Pesquisa do Hospital das Clínicas da UFMG 
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CONSENTIMENTO INFORMADO E ESCLARECIDO 
 

 
Estudo Epigenético do Câncer de Mama/UFMG 

Faculdade de Medicina UFMG/Instituto de Ciências Biológicas UFMG 
 
 

 
Nome:________________________________________Nºpront:___________ 
End:_____________________________________Biópsia HC:(  )sim(  )não Nº________ 
Telefone:________________________Cor:_________EstCivil:_______  G  P  A 
Idade:________Idade no diagnóstico:__________ Pré menop: (  ) sim(  ) não   
Quimio: (  ) sim    (  ) não  ________________       Radio: (  ) sim   (  )não_____________ 
Dieta:____________________________________________________________________ 
A.P:___________E___P____cerb-2____p53____Tipo histológico________ 
Tabagismo:_________________ Álcool:________________HP:____________________ 
IMC:_______________________ HF:________________________________________ 
Metástase: (  ) sim(  ) não  Esvaziamento axilar: (  ) sim(  ) não  Recidiva: (  ) sim(  ) não   
Médico responsável:_____________________  SUS  /  Convênio    T   N   M 
 
Você está sendo convidada a participar de um estudo que irá enriquecer a pesquisa sobre 
câncer de mama. A sua participação é VOLUNTÁRIA. Não há interesse financeiro neste 
estudo. Este estudo tem autorização do comitê de Ética do Hospital das Clínicas/UFMG. 
Iremos estudar se existe ou não alguma alteração em seu DNA que predispõe ao câncer de 
mama, e ainda associar aos seus fatores pessoais que estão listados acima com os resultados 
encontrados. Como qualquer estudo de laboratório, os resultados podem demorar alguns 
anos para serem analisados. 
Será coletado uma amostra da sua mucosa bucal (chamamos swab bucal) através da 
raspagem da parte interna da boca com uma escovinha. Em casos especiais será coletado 
uma pequena amostra de sangue. O material utilizado é totalmente descartável e individual.  
Todos os dados coletados serão SIGILOSOS, somente os médicos e as pessoas que estarão 
envolvidos saberão dos seus dados, e não serão fornecidos em nenhuma hipótese a outras 
pessoas. Esses dados utilizados para publicação em revistas científicas/médicas.Em caso de 
necessidade ou dúvida, retorne ao Ambulatório de Mastologia ou ligue para 3499-2628 e 
procure pela Dra. Alessandra Clarizia. 
 
Declaro que li e entendi e ainda foi-me explicado claramente sobre a pesquisa que estarei 
participando para contribuir com o estudo sobre câncer de mama. Declaro que entendi que 
essa pesquisa não apresenta fins lucrativos e que minha participação é voluntária. 
 
_______________________, _____/_____/_____ 
 
__________________________________                   _____________________________ 
                            Paciente                                                               Médico (a) 
 
__________________________________ 
                  Testemunha 

1.3 Consentimento Informado e esclarecido utilizado no  
        estudo de câncer de mama 
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 1.4 Estadiamento de Dukes. 
 
O estadiamento de Dukes utiliza como critério de base o sistema TNM (Tumor, 
Nódulo, Metástase). T= tamanho do tumor; Tis= acometimento da mucosa; T1= 
acometimento da mucosa e submucosa; T2= acometimento da muscular 
própria; T3= acometimento da serosa; T4= acometimento de toda a espessura 
da parede incluindo tecidos ou órgãos adjacentes. N= linfonodos com células 
tumorais; N0= nenhum linfonodo acometido; N1= acometimento de 1 a 3 
linfonodos; N2/N3= acometimento de mais de 4 linfonodos. M= metástase a 
distância; M0= ausência de metástase a distância, M1= presença de metástase 
a distância. 
AJCC= American Joint Committee on Cancer. 
Adaptado de: AJCC/Câncer Staging Manual, 6º edição, 2002.  
 

ESTADIO TUMOR PRIMÁRIO LINFONODOS REGIONAIS METÁSTASE A DISTÂNCIA DUKES
AJCC

Estadio 0
Tis N0 M0

Estadio I
T1 N0 M0 A
T2 N0 M0 A

Estadio II
A T3 N0 M0 B
B T4 N0 M0 B

Estadio III
A T1-T2 N1 M0 C
B T3-T4 N2 M0 C
C Qualquer T N3 M0 C

Estadio IV
Qualquer T Qualquer N M1 C
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1.5 Estadiamento Clínico do Câncer de Mama baseado no sistema TNM. 
 
T= tamanho do tumor; TX= tumor primário não pode ser avaliado; Tis= 
carcinoma in situ; T0= não há evidência de tumor primário T1= tumor igual ou 
maior que 2 cm em seu maior diâmetro; T2= tumor maior que 2 cm ou igual a 5 
cm em seu maior diâmetro; T3= tumor maior que 5 cm; T4= tumor de qualquer 
tamanho com extensão direta para parede torácica ou pele. N= linfonodos com 
células tumorais; NX= linfonodos regionais não podem ser avaliados; N0= 
ausência de metástases em linfonodos axilares; N1= metástases em linfonodos 
axilares homolaterais móveis; N2= metástases em linfonodos axilares fixos; 
N3= metástases em linfonodos da cadeia mamária interna, e/ou infraclavicular, 
e/ou supraclavicular. M= metástase à distância; MX= metástase à distância não 
pode ser avaliada; M0= ausência de metástase à distância, M1= presença de 
metástase à distância. 
AJCC= American Joint Committee on Cancer. 
Adaptado de: AJCC/Câncer Staging Manual, 6º edição, 2002 

ESTADIO TUMOR PRIMÁRIO LINFONODOS REGIONAIS METÁSTASE A DISTÂNCIA
AJCC

Estadio 0
Tis N0 M0

Estadio I
T1 N0 M0

Estadio II
A T0 N1 M0

T1 N1 M0
T2 N0 M0

B T2 N1 M0
T3 N0 M0

Estadio III
A T0 N2 M0

T1 N2 M0
T2 N2 M0
T3 N1 M0
T3 N2 M0

B T4 N0 M0
T4 N1 M0
T4 N2 M0

C Qualquer T N3 M0

Estadio IV
Qualquer T Qualquer N M1
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1.6 GRAMAS DE ÁLCOOL EM ALGUMAS BEBIDAS COMUNS 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Nome Quantidade (mL) % álcool v/v média de gramas de álcool

Cerveja 350 4 a 6 13

Vinho branco/tinto 100 13 a 15 10

Gim, Rum, Vodka 45 35-45 16

Aguardente 45 30 a 38 12

Uísque 45 40 a 45 16

Licores 30 20 a 40 7

Fórmula para cálculo de gramas de álcool:

volume (mL) x concentração v/v x 0,789

Fonte: http://www.alcohol.org.nz/WhatsInAStandardDrink.aspx
           http://www.fcf.usp.br/LAT/i_alcool.php
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