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RESUMO

Souza DM. Analise de polimorfismos da enzima metilenotetrahidrofolato redutase no
cancer colorretal [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2016.

Estudos de polimorfismos podem auxiliar na deteccdo de pessoas com maior risco
de desenvolver cancer, caracterizacdo de evolugdo diferenciada e resposta distinta ao
tratamento quimioterépico ou radioterapico. O conhecimento de como estdo distribuidas as
frequéncias genotipicas é relevante quando se estuda uma populacdo especifica. Neste
trabalho foi analisado os polimorfismos da enzima metilenotetrahidrofolatoredutase
(MTHFR) em pacientes com Cancer Colorretal (CCR). A MTHFR tem papel importante no
metabolismo do folato, metilac&o e sintese do DNA. A metilacdo do DNA desempenha um
papel critico no controle da atividade génica. As vias de metilacdo e variagdes do gene
MTHFR podem afetar o desenvolvimento do cancer e progndsticos de doencas, com isso
seus efeitos precisam ser monitorados de perto no tratamento do cancer. Os genoétipos
variantes dos polimorfismos MTHFR677 C>T e MTHFR1298 A>C do gene da MTHFR
estdo associados a diminuicdo importante da atividade desta enzima. Este trabalho teve
como objetivo verificar a frequéncia dos polimorfismos MTFR (677C>T e 1298A>C) em
pacientes com adenocarcinomacolorretal e analisar estas frequéncias com os dados
clinicopatoldgicos, incluindo-se: sexo, idade, localizacdo tumoral, tipo histoldgico,
antecedentes de tabagismo e alcoolismo e sobrevida dos pacientes. Duzentos e vinte cinco
pacientes com o diagndstico de adenocarcinomacolorretal, histologicamente confirmado,
admitidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo formam o grupo caso. Utilizou-se a analise do PCR em Tempo Real para determinar
0s genotipos os polimorfismos através dos ensaios TagMan ® SNP GenotypingAssay. Os
resultados encontrados foram associados aos dados epidemioldgicos e clinicopatoldgicos
dos pacientes. As populacdes estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Determinaram-se as
frequéncias dos polimorfismos MTFR (677C>T e 1298A>C) em pacientes com

adenocarcinomacolorretal onde foram levantadas e agrupadas por gendtipos assim como a



significancia. Na andlise das razfes de risco de obito por CCR na presenca dos genotipos
estudados ndo foram encontrada associagdes estatisticamente significativas. A curva de
sobrevida comparando os gendtipos no teste de Long Rank para os SNPs MTHFR 677C>T
e 1298A>C nao mostraram diferencas significativas na sobrevida global para pacientes
com CCR. Conclui-se que as frequéncias dos polimorfismos MTFR (677C>T e 1298A>C)
em pacientes com adenocarcinoma colorretal foram levantadas e metade dos individuos
apresentaram frequéncias genotipicas de homozigotos selvagens nos dois polimorfismos
estudados (CC e AA), apo6s as associagdes dos polimorfismos mencionados com os dados
clinicopatoldgicos, sexo, idade, localizacdo tumoral, tipo histoldgico, antecedentes de

tabagismo e alcoolismo e sobrevida ndo houve associagdes estatisticamente significativas.

Descritores: neoplasias; neoplasias colorretais; metilenotetra-hidrofolato redutase
(NADPH?2); genes; polimorfismo genético; polimorfismo de nucleotideo Gnico;
sobrevida.



ABSTRACT

Souza DM. Analysis of the methylenotetrahydrofolate reductase enzyme polymorphism
in colorectal cancer [Dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo”; 2016.

Polymorphism studies may help to detect people at higher risk of developing cancer,
characterization of differentiated evolution, distinct response to chemotherapeutic or
radiotherapeutic treatment, knowledge of how genotype frequencies are distributed
becomes necessary for any work with a specific population. In this work, the
polymorphisms of the enzyme methylenetetrahydrofolatoreductase (MTHFR) were
analyzed in patients with Colorectal Cancer (CRC). MTHFR plays an important role in
folate metabolism, methylation and DNA synthesis. DNA methylation plays a critical role
in the control of gene activity. Methylation pathways and variations of the MTHFR gene
may affect the development of cancer and prognosis of diseases, so their effects need to be
closely monitored in the treatment of cancer. The variant genotypes of the MTHFR677 C>
T and MTHFR1298 A> C polymorphisms of the MTHFR gene are associated with a
significant decrease in the activity of this enzyme. The aim of this study was to verify the
frequency of MTFR polymorphisms (677C> T and 1298A> C) in patients with
adenocarcinomes and to analyze these frequencies with clinicopathological data, including:
sex, age, tumor location, histological type, history of smoking and alcoholism and patient
survival. Two hundred and twenty five patients with the diagnosis of histologically
confirmed adenocarcinomes were admitted to the Hospital das Clinicas of the Faculty of
Medicine of the University of S&o Paulo, forming the case group. Real-time PCR analysis
was used to determine the genotype polymorphisms through the TagMan ® SNP
Genotyping Assay assays. The results were associated with the epidemiological and
clinicopathological data of the patients. The populations are in Hardy-Weinberg
equilibrium. The frequencies of the MTFR polymorphisms (677C> T and 1298A> C) were
determined in patients with adenocarcinoma-choroid where they were raised and grouped

by genotypes as well as significance. The analysis of death risk ratios by RCC in the



presence of the studied genotypes, there was no statistically significant associations were
found. The survival curve comparing the genotypes in the Long Rank test for MTHFR
677C> T and 1298A> C SNPs did not show significant differences in overall survival for
CRC patients. It was concluded that the frequencies of MTFR polymorphisms (677C> T
and 1298A> C) in patients with colorectal adenocarcinoma were raised and half of the
individuals presented genotype frequencies of wild homozygotes in the two polymorphisms
studied (CC and AA), after associations of polymorphisms mentioned, there was no
statistically significant association between these polymorphisms and the variables studied:

sex, age, tumor location, histological type, history of smoking and alcoholism and survival.

Descriptors: neoplasms; colorectal neoplasms; methylenetetrahydrofolatereductase

(NADPH2); genes; polymorphism; genetic; polymorphism, single nucleotide; survival.
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER COLORRETAL: ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O Cancer colorretal (CCR) configura-se como problema de satde publica de escala
mundial, e é a quarta causa de incidéncia de cancer e a quinta causa de morte por cancer no
mundo®.

Na ultima estimativa mundial, o CCR representou o terceiro tipo de cancer mais
comum entre 0s homens, com 746 mil novos casos e 0 segundo nas mulheres, com 614 mil
novos casos. Mais da metade dos casos sdo provenientes de regides mais desenvolvidas do
mundo®.

No Brasil, o cancer colorretal ocupa em termos de incidéncia o terceiro lugar entre
homens e segundo entre as mulheres. O risco estimado é de 16,84 novos casos a cada 100
mil homens e 17,10 a cada 100 mil mulheres para o ano de 2016. O Estado de Sao Paulo
tem a maior incidéncia, com estimativa de 11.600 novos casos entre homens e mulheres.

O desenvolvimento desta neoplasia pode levar anos e existem varios fatores
envolvidos que condicionam o seu aparecimento, sendo a histdria familiar e a predisposi¢do
genética ao desenvolvimento de doencas cronicas do intestino os mais importantes. Cerca
de 20% a 25% dos casos ocorrem em individuos com estas caracteristicas.

Ao lado de mecanismos puramente hereditarios, habitos de vida e 0 meio ambiente
podem induzir ou talvez prevenir a carcinogénese colorretal. A neoplasia resulta de efeitos
interativos adicionais aos génicos e fatores ambientais, e isto pode variar entre as diversas
regides do mundo. A transformacdo no fendtipo maligno atraves de ordem sequencial de
mutacdes tem multiplas causas pouco definidas, e a expressdo génica pode variar em
diferentes etapas desde a mucosa normal até tumores metastaticos>*°.

Existem outros fatores que podem contribuir para o aumento do risco de
desenvolvé-lo incluindo o tabagismo, sedentarismo, obesidade, sobrepeso, consumo
excessivo de bebidas alcodlicas e ingestdo de alimentos ricos em gorduras saturadas. Uma
boa alimentagdo pode contribuir como fator protetor para seu desenvolvimento. Segundo a
Sociedade Americana de Cancer (American Cancer Society — ACS) uma dieta variada com



verduras, legumes e frutas frescas e reducdo da ingestdo de alimentos ricos em gorduras
saturadas podem ajudar na prevencéo do aparecimento desta neoplasia’.

O processo que envolve a transicdo do epitélio normal em adenomas e,
posteriormente, a carcinomas, implica na acumulacéo progressiva de alteracdes genéticas e
epigenéticas na célula tumoral em desenvolvimento, e podem durar de 1 a 15 anos’. Na
carcinogénese as alteracbes genéricas mais frequentes acontecem nos genes APC, KRAS,
SMADA4 e TP53, e nos genes de reparo do DNA, MLH1 e MSH2%°.

De acordo com as alteracGes génicas moleculares conhecidas, caracterizaram-se trés
vias moleculares principais que levam & tumorigénese colorretal: 1. Tumores com
instabilidade cromossdmica (CIN), principal via de carcinogénese, tendem a ser mais
frequentes no colon esquerdo, mostram aneuploidia de DNA, com determinadas mutacdes
caracteristicas incluindo K-ras, APC, e p53; comportam-se agressivamente, sendo a
polipose adenomatosa familiar (PAF) um exemplo®®°. 2. Tumores que apresentam
instabilidade de microssatélite (MSI), que ocorrem mais frequentemente no célon direito,
tem diploidia de DNA, e tem mutacdes caracteristicas incluindo-se receptores para TGF-3
tipo Il e BAX; comportam-se indolentemente, e a Sindrome de tumores colorretais

81112 & mais recentemente, 3. Via

hereditarios ndo polipdides (HNPCC) é um exemplo
serreada de carcinogénese, caracterizada pela presenca de lesdes precursoras serreadas,
metilacdo de citocinas das ilhas CpG (CIMP) de genes supressores de tumor, como 0
MLH1, frequentemente associados aos tumores MSI positivos, e mutacbes do gene
BRAF13;14;15;16.

Grande parte dos pacientes diagnosticados com canceres colorretais tem idade
acima de 60 anos de idade, sem qualquer historia prévia pessoal ou familial da doenca. O
maior fator de risco para 0s casos esporadicos é a idade avancada (superior a 55 anos) e
exposicdo ambiental (principalmente dieta), porém 25% das neoplasias colorretais
acometem individuos jovens, sugerindo susceptibilidade hereditéria’.

O prognastico em geral € bom, e definido pelas taxas de sobrevida apds cinco anos,

que estéo relacionadas ao estadio da doenca no momento do diagndstico®”.



1.2 POLIMORFISMOS GENETICOS

No genoma humano ocorrem variagcdes no DNA que sdo consideradas normais para
a espécie, uma vez que nem todas as sequéncias de DNA codificam proteinas. Estas
variacoes, quando presentes na populacdo em frequéncia superior a 1%, sdo chamadas de
polimorfismos®.

A maioria dos polimorfismos ndo tem repercussdao funcional e alguns podem
influenciar a expressdo génica, diminuindo ou aumentando a quantidade da proteina
codificada pelo gene. Existem alteragdes que podem criar ou destruir locais de acdo das
enzimas de restricdo, resultando em fragmentos maiores ou menores de DNA que podem
ser detectados por RFLP (polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrig&o)™.

Os genes polimdrficos podem estar envolvidos no metabolismo de determinados
alimentos, toxinas, resposta inflamatdria, interacio medicamentosa, entre outros'®.

Estudos mostram que a presenca de outros fatores pode modular o0 comportamento
do polimorfismo, como tabaco, exposicao ao sol, uso de drogas e, principalmente a grande
variagdo genética entre diferentes etnias'®.

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (do inglés Single Nucleotide Polymorphism
- SNP) é caracterizado pela substituicdo de apenas um nucleotideo, e esta variagdo na
genética humana é muito comum e pode contribuir para a suscetibilidade ao cancer. A
base de dados publica de polimorfismos de base unica (dbSNP) tem catalogados
149.735.377 SNPs em seres humanos, até junho de 2015%.

Acredita-se que ocorra um SNP a cada 1000 pares de bases. Estas variacdes sdo
geralmente decorrentes de mutagdes ocorridas em ancestrais e podem ser detectadas em
qualquer célula do organismo®’. Alguns polimorfismos surgem de erros de duplicacio e
recombinacdo do DNA, mas a principal fonte é a falha no reparo da molécula?.

Os polimorfismos mais comuns sdo as transi¢cdes, onde ocorrem trocas de uma
purina por outra purina (A>G) ou de uma pirimidina por outra pirimidina (C>T). Menos
frequentes, as transversdes ocorrem quando ha troca de uma purina por uma pirimidina, ou
vice-versa (C/T >A/G). Normalmente, os SNPs sdo bi-alélicos, ou seja, geralmente sdo

encontradas apenas duas variantes em uma espécie?’. Na maior parte das vezes S&o



encontrados em espagos intergénicos ou em componentes ndo codificadores de genes, sem
funcdo determinada?®®.

Os SNPs em regides regulatérias/promotoras, podem afetar a regulacdo ou
estabilidade do mRNA e consequentemente a eficiéncia de traducdo. Quando a modificacdo
do nucleotideo ocorre em regiGes do gene (éxons), que ndo modificam a sequéncia
codificadora, resulta em novo cddon que codifica 0s mesmos aminoécidos, ndo havendo
alteracdo na proteina resultante, neste caso, sdo chamados de SNPs sindnimos, ja 0s
chamados SNPs ndo sinbnimos, podem modificar a sequéncia codificadora, resulta em um
novo cddon que codifica aminodcidos diferentes, gerando portanto proteinas com sequéncia
de aminoécidos alteradas. Cerca de 20% a 30% dos SNPs acarretam danos na funcéo
proteica®.

Os SNPs que ocorrem em sitios de splicing podem mudar o padrdo de splicing e
gerar proteinas modificadas, pois podem resultar na inser¢do ou exclusdo, modificando o
tamanho de éxons, podendo alterar a proteina®.

Os genes polimérficos podem estar envolvidos no metabolismo de determinados
alimentos ou toxinas, resposta inflamatdria, interagdo medicamentosa, entre outros®. Estes
genes podem variar de acordo com diferencgas étnicas, explicando algumas discrepancias
entre os resultados encontrados nos diversos estudos sobre este assunto. A variacdo
genética inter-individual pode constituir um fator importante na suscetibilidade para o
desenvolvimento de cancer, na resposta distinta ao tratamento quimioterapico,

radioterapico e progndstico.
1.3 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG E DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO (DL)

Entende-se por equilibrio de Hardy-Weinberg quando numa populacdo mendeliana
as frequéncias alélicas sdo constantes atraves de geracdes, ou seja sdo mantidas as mesmas
condicdes, alelos raros ndo se tornam cada vez mais raros, a frequéncia genotipicas
permanecem estaveis. Quando a amostra analisada se encontra neste equilibrio, significa
que é representativa desta mesma populacéo em escala maior?’,

O desequilibrio de ligacdo (DL) s@o associacfes nao aleatorias entre alelos de

diferentes loci em uma populacdo, isto €, a diferenca entre as propor¢des haplotipicas



observadas e aquelas esperadas se os alelos segregam independentemente. Os alelos dos
SNPs, que ndo estdo em desequilibrio de ligacdo, localizados em regifes proximas no

cromossomo, migram juntos na divisdo celular®’.

1.4 A ENZIMA METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUTASE (MTHFR)

A enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) tem papel importante no
metabolismo do folato, seu substrato 5,10-metileno-tetra-hidrofolato (THF) é doador do
grupo metil para a conversdo do desoxiuridilato (dUMP) a desoxitimidilato (dTMP),
necessario para sintese do DNA?2%30,

A enzima MTHFR catalisa irreversivelmente a reducdo do 5,10-
metilenotetrahidrofolato (5,10-CH,FH,) intracelular para a 5-metiltetraidrofolato (5-
CHsFH,), que é a principal forma de folato na corrente sanguinea® que é doador de metil
para a conversdao de homocisteina para metionina, precursor imediato da S-adenosil
metionina (SAM), o doador do grupo metil para reacfes de metilacdo do DNA. A reducéo
na concentracdo de SAM, possibilita a reducdo da metilagdo do DNA diminuindo a sintese
de timidina para uracila, resultando em incorporacgéo de uracila no local de timina, levando

a quebra de cadeia de DNA3!.
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Figura 1. Esquema simplificado do metabolismo do folato envolvendo a enzima
MTHFR.
TS: Timidilato Sintase; SHMT: Hidroximetiltransferase; MTR: Metionina Sintase;
MTHFR: Metilenotetrahidrofolato Redutase.
Fonte: Modificado de Larsson, SC.et al (2006)

A metilacdo do DNA desempenha um papel critico no controle da atividade génica.
Essa metilacdo ocorre quase exclusivamente com a adi¢do de um grupo metil ao carbono 5’
do anel de citosina, especificamente aquelas citosinas que precedem guaninas (fazem
partem de dinucle6tidos CpG), formando a 5-metilcitosina. Os dinucle6tidos CpG rendem
a se agrupar-se em regides chamadas ilhas de CpG que estdo localizadas em
aproximadamente 60% dos genes promotores ou em regides que contem grande quantidade
de sequencias repetitivas no DNA®.

As vias de metilacdo e variacbes do gene MTHFR podem afetar o desenvolvimento
do céncer e prognosticos de doencas, com isso seus efeitos precisam ser monitorados

ativamente no tratamento do cance®.



1.5 POLIMORFISMOS DO GENE DA ENZIMA MTHFR

O gene da MTHFR contém uma regido codificadora com 11 éxons e esta localizado
no cromossomo 1p36.3%. Aproximadamente 60 polimorfismos foram descritos no gene
MTHFR34.

Os gendtipos variantes dos polimorfismos MTHFR677 C>T e MTHFR1298 A>C
do gene da MTHFR estdo associados & diminuicdo importante de sua atividade **.

A variante MTHFR677 C>T (rs1801133) é a transicdo C para T no éxon 4 no
nucleotideo 677, resultando na conversdo da alanina para valina na posicdo 222 da
sequéncia de aminoacidos?¥%%%¢,

Comparados ao subtipo homozigoto selvagem (CC), o heterozigoto (CT) expressa a
enzima com 65% de atividade, j& o homozigoto (TT) expressa a enzima com 30% da
atividade enzimatica.

Outro polimorfismo que altera a atividade da MTHFR é a substituicdo do A pelo C
no nucleotideo 1298 (rs1801131). Isso resulta numa alteracdo do aminoacido glutamato por
alanina no éxon 7, o que reduz a atividade enzimética. Esta variante € menos grave que a
677*. Individuos com genétipo CC no residuo 1298 tem 60% da capacidade enzimaética
comparada ao gen6tipo AAZ*.

A frequéncia do polimorfismo A1298C em caucasianos homozigotos CC é de
aproximadamente 12%%.

Os polimorfismos na MTHFR podem regular a quantidade de folato na corrente
sanguinea, a deficiéncia do mesmo altera o equilibrio dos nucleotideos necessarios para a
sintese de novas moléculas de DNA, levando a acumulacdo de dUMP. Como resultado,
dUMP é fixado ao DNA, podendo acarretar nos processos subsequentes de reparo, rupturas
na cadeia de DNA e danos cromossdmicos, resultando na ativacdo de processos
carcinogénicos®.

A associagdo entre os polimorfismos da MTHFR e o CCR tem sido estudada
extensivamente, e varios fatores tém influenciado a relacéo entre as variaveis MTHFR e 0

risco de cancer’’.



Recentes literaturas mostram que parametros etiologicos tais como, mutagdes
pontuais cromossomica, polimorfismos do gene, fatores ambientais, estilo de vida e
alteracdes epigenéticas pode causar CCR, o status do folato também foi relatado como risco
de CCR®,

A diminuicdo da funcdo da enzima MTHFR pode causar hipometilagdo do DNA
devido a falta de fonte de metila intracelular e iniciar o processo carcinogénico®.

Ha resultados conflitantes na literatura que dizem ter forte ligacdo ou nenhuma
associagdo entre estes polimorfismos com o risco de CCR®.

Elevados niveis de homocisteina estdo também associados ao desenvolvimento de
doencas neuroldgicas®.

Individuos com variagdes genéticas nesta via de metilacdo e disfuncdo na regulacao
da metilacdo do DNA, tem um problema com o processamento de agentes tOXicos
ambientais como a poluicdo do ar , muito comum nos dias atuais, causando danos a via de
metilagdo semelhante a causada pelo tabagismo™.

Recentemente evidéncias crescentes indicam, que o alcool pode induzir alteracdes
epigenéticas, em particular os padrdes de metilacdo do DNA, que também podem ser um
fator importante para carcinogénese induzida pelo alcool®?.

Um estudo mostrou que o risco de Cancer de Colon em homozigotos era dependente
da localizacdo do céncer. Os pesquisadores observaram que o gendtipo TT estava associado

a um risco aumentado de cancer nas regides mais proximais do intestino®.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

- Verificar a frequéncia dos polimorfismos da MTHFR (677C>T e 1298A>C) em

pacientes com adenocarcinoma colorretal.

- Verificar a associacdo dos polimorfismos mencionados com os dados
clinicopatoldgicos, incluindo-se: sexo, idade, localizacdo tumoral, tipo histoldgico,

antecedentes de tabagismo e alcoolismo e sobrevida dos pacientes com CCR.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 CASUISTICA

Duzentos e vinte e cinco pacientes com o diagnostico de adenocarcinoma colorretal,
histologicamente confirmados, admitidos no Projeto Genoma Clinico do Céncer da
FAPESP, tratados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo formam o grupo caso do presente estudo. Todos 0s pacientes foram submetidos a
resseccao cirdrgica, no periodo de junho de 2001 a janeiro de 2006. Este grupo apresentou
uma idade média de 61,93 (com variagdo de 22 a 87 anos) com um desvio padrdo (DP)
13,86.

Os dados clinicos e patolégicos foram revistos dos prontuarios e foi realizado um
Banco de Dados para analise comparativa dos resultados.

Todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre esclarecido do
projeto Genoma Clinico do Cancer “Perfil da expressdo génica no cancer colorretal e suas
aplicacdes clinicas”, aprovado pela Comisséo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa
CAPPesq da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, protocolo n° 886/01.

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa CAPPesq da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, registro on-
line n® 11488.

3.2 METODO

3.2.1 COLETA DE SANGUE E ARMAZENAMENTO

Coletaram-se amostras de sangue periférico dos pacientes durante as consultas de
acompanhamento ambulatorial no Hospital das Clinicas da FMUSP, ap6s a assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido. Realizou-se a venoclise de veia periférica e

coletou-se 10 a 15 mL, em tubo contendo anticoagulante EDTA.
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O material coletado foi processado por centrifugacdo refrigerada e o volume
contendo as células nucleadas (creme leucocitario), foi armazenado em tubo de

microcentrifuga estéril de 1,5 ml a — 20°C para posterior extracdo de DNA.

3.2.2 EXTRACAO E PURIFICACAO DE DNA GENOMICO

O DNA gendmico foi isolado do creme leucocitario utilizando-se o kit de extracéo e
purificacdo PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad,
EUA) de acordo com instrucbes do fabricante, listadas a seguir. Apds o descongelamento
das amostras, foram transferidos 200 puL. do creme leucocitirio para um tubo de
microcentrifuga estéril e adicionados 20 pL de Proteinase K ¢ 20 puL de RNase A. Essa
solucdo foi agitada em voértex e incubada a temperatura ambiente por 2 minutos.

Em seguida, foram adicionados 200 pL de PureLink™ Genomic Lysis/Binding
Buffer. Para se obter uma solucdo homogénea, foi efetuada agitacdo vigorosa em vortex. A
mistura foi incubada por 10 minutos a 55°C para promover a digestdo protéica. Ao término
da incubagao, foram adicionados ao lisado 200 pL de etanol 96-100%, seguido de agitacéo
em vortex. O lisado foi transferido para uma coluna de silica, acoplada a um tubo coletor de
2,0 mL, e centrifugado a 10000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente. Em seguida, o
tubo coletor foi descartado. A coluna contendo o DNA gendmico fixado foi transferida para
um novo tubo coletor de 2,0 mL. Foram adicionados a coluna 500 ul de Wash Buffer 1,
preparado previamente com etanol. A seguir, foi centrifugada a 10000 x g por 1 minuto a
temperatura ambiente. Novamente, 0 tubo coletor foi descartado e substituido. Foram
adicionados a coluna 500 ul de Wash Buffer 2, preparado previamente com etanol. A
mistura foi centrifugada a velocidade méxima por 3 minutos a temperatura ambiente. Ao
término do processamento, o tubo coletor foi descartado e substituido por um tubo de
microcentrifuga estéril de 1,5 mL. Para a eluicdo do DNA, a solugcdo foi incubada a
temperatura ambiente por 1 minuto, acrescida de 100 a 200 pl de agua ultrapura estéril livre
de DNase/RNase (Invitrogen) e por fim, centrifugada a velocidade méaxima por 1 minuto a
temperatura ambiente. A coluna foi descartada e o tubo de microcentrifuga continha o DNA

gendmico purificado.
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A concentracdo das amostras de DNA foram determinadas por quantificagdo em
espectrofotdmetro  NanoDrop™ ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc. Wilmington,
EUA) pela absorbancia em luz ultravioleta a 260 nm, utilizando-se como valor padrdo 1
DO = 50ug/mL de DNA. O grau de pureza foi avaliado pela razdo 260/280 nm,
utilizando-se apenas os DNAs cuja razéo esteja entre 1,8 e 2,0.

A integridade das amostras foram verificadas por eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio 3,0 pg/mL e visualizado em transluminador de luz UV em
comprimento de onda 203 nm.

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental — LIM37 Setor de
Biologia Molecular, Disciplina de Transplante de Figado - Departamento de

Gastroenterologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
3.2.3 SELEGCAO DOS SNPS (SINGLE NUCLEOTIDEPOLIMORPHISMS)

Pra este estudo utilizou-se os bancos de dados dbSNP do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp) e International HapMap Project

(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/) para auxiliar na selecdo dos SNPs. A distribuicdo dos

haplétipos foi identificada com o objetivo de selecionar os SNPs mais informativos. Devido
aos dados do HapMap Project e dbSNP serem derivados de populacbes de ndo-brasileiros,
0s gendtipos gerados no nosso estudo servirdo para uma primeira analise da distribuicéo

dos haplétipos na nossa populacéo, o que, certamente, podera beneficiar futuros estudos.

3.2.4 GENOTIPAGEM POR TAQMAN ® SNP GENOTYPING ASSAYS

Utilizou-se a técnica de identificacdo da base com uso de sondas marcadas com
fluor6foros TagMan ® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City,
EUA), amplificacéo pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e analise em tempo real.

Os kits TagMan ® contém primers (oligonucleotideos) que flanqueiam a regido
polimérfica para amplificacdo dos produtos por PCR, além de duas sondas (fragmento de
DNA de oligonucleotideos de 18-22 pb) complementares a seqliéncia alvo, sendo cada uma

especifica para um dos alelos descritos (polimorfico e tipo selvagem). Esta sonda apresenta


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp
http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/
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na extremidade 5' um fluor6foro (dye reporter) e extremidade 3' um quencher (molécula
que aceita energia do fluoroforo na forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor).

Enquanto as sondas estdo intactas, a interacao entre os dye reporters e 0s quenchers
impede que a fluorescéncia seja emitida. Durante a atividade exonuclease 5° --> 3’ da Taq
DNA polimerase, a sonda ligada ao fragmento é clivada, causando a liberacdo do dye
reporter e a emissdo de fluorescéncia. Como apenas a sonda especifica para um
determinado alelo é capaz de se ligar a ele, apenas a fluorescéncia emitida por ela foi
detectada. Como cada sonda é marcada com uma fluorescéncia diferente, através da leitura
da fluorescéncia emitida é possivel determinar o genotipo da amostra. Esse processo se
repete em cada ciclo e ndo interfere com o acimulo de produto da PCR.

Além do dye repdrter e da molécula quencher, uma molécula denominada MGB
(Minor Groove Binder) também esta afixada a sonda, tendo a funcdo de elevar a sua
temperatura de anelamento, permitindo ligacdo mais especifica, e evitando que ela se ligue
inespecificamente a seqliéncia correspondente ao outro alelo.

A genotipagem dos polimorfismos do MTHFR foram determinadas atraves dos kits
TagMan ® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Foram
adquiridos os kits prontos para uso e validados TagMan® Pre-Designed SNP Genotyping
Assay dos SNPs MTHFR C677T (rs1801133) e MTHFR A1298C (rs1801131), cujos
codigos de identificacdo para compra sdo, respectivamente, “C 1202883 20” e
“C_850486 20

Detectou-se a fluorescéncia emitida na reacdo em Real Time PCR Step One Plus
(Applied Biosystem, Life Technologies, Foster City, EUA), que faz a discriminagéo alélica
através da emissédo de luz em comprimento de onda caracteristico. Os genotipos foram
determinados de acordo com o perfil de emissdo das fluorescéncias ao final da reacdo de
PCR. Para amplificacdo dos fragmentos desejados utilizou-se as seguintes condicdes de
reacdo: 5,0 uL do master mix , 0,5 uL de Tagman Genotyping 20X, 3,5 pL de d&gua RNase
DNase Free e 1,0 uL contendo 10 ng de DNA, somando um total de 10 pL para cada
reacdo. Foram utilizados os seguintes parametros de ciclagem: 30 seg a 60°C, 10 min a
95°C, seguidos por 50 ciclos a 92°C por 15min e 60°C por 1 min. Vinte por cento das
amostras foram escolhidas aleatoriamente e re-genotipadas e os resultados mostraram 100%

de similaridade.
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Tabela 1. Componentes da reacdo de PCR em tempo real.

Componentes da reacéo Qtid.
Master MIX 5,0pL
AmpliTaq Gold® DNA Polimerase

Desoxirribonucleotideo trifosfato (dNTPs)

ROXT™ Referéncia Passiva

Tampdo de reagéo

Tagman 2x 0,5puL
Agua RNase DNase Free 3,5uL
Amostra de DNA 10ng /1pL

3.3 LEVANTAMENTO DE DADOS

Os dados dos pacientes foram inseridas no Clinical Genomics, banco de dados do
Projeto Genoma Clinico do Cancer, onde ja havia sido realizado um extenso trabalho de
revisdo de dados e das informacbes de todos os pacientes, que foram revisadas e
confrontadas com os dados anotados em formularios fisicos do mesmo projeto.

Também com a finalidade de revisar e coletar dados adicionais, foram apuradas
informacdes epidemioldgicas, clinicas, cirtrgicas, anatomopatoldgicas e de seguimento em
prontudrios fisicos do Hospital das Clinicas-HC, Prontuario Médico Eletrénico (HCMED),
Sistema Integrado de Gestdo Hospitalar (SIGH), prontuarios digitalizados do Instituto de
Radiologia-INRAD (Sistema Laserfiche), prontuario eletrdnico do Instituto do Céancer do
Estado de S&o Paulo-ICESP (Sistema Tasy), banco de dados de obitos da Fundacao
Sistema Estadual de Anélise de Dados (SEADE) e contato direto com pacientes, por
telefone ou abordagem em retorno ambulatorial. Estas informagdes foram analisadas em

associacao com o perfil genotipico e haplotipico dos polimorfismos estudados.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

3.4.1 CASOS CLINICOS

Aplicou-se o teste Qui-Quadrado e exato de Fisher para verificar a associa¢ao entre
os polimorfismos estudados e as varidveis categéricas do estudo. Verificou-se a associacao
entre os polimorfismos e os dados clinicopatoldgicos, incluindo-se: sexo, idade, localizacéo

tumoral, tipo histolégico, antecedentes de tabagismo, alcoolismo dos pacientes com CCR.

3.4.2 SOBREVIDA

Definiu-se a sobrevida global dos pacientes com céancer colorretal como o periodo
entre a data do diagndstico e a data do ébito ou a data do Gltimo contato com o paciente em
ambulatdrio ou por contato telefonico.

O tempo de sobrevida global associado a cada um dos polimorfismos assim como a
comparagdo dos homozigotos selvagens versos genotipos que tem efeito de reducdo na acéo
da enzima, foram estimados pelo método Kaplan-Meier e o teste de log-rank, aplicado na
comparagdo do grupo.

Realizou-se a analise das razbes de risco de o6bito pela doenca em fungdes dos
gendtipos pelo modelo de regressdo de Cox simples®. Obtiveram-se os respectivos valores
de risco associados aos genotipos pelo calculo darazdo de risco (RR) e intervalos de
confianca (95%).

Verificou-se o desequilibrio de ligagdo entre os polimorfismos do MTHFR pelo
valor do D’, coeficiente de desequilibrio de ligacdo, através do software Haploview. Assim

como a avaliagdo do desequilibrio de Hardy-Weinberg.
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3.4.3 PROGRAMAS UTILIZADOS E NiVEL DESCRITIVO

As Anélises foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS — Statistical
Package for Social Sciences (v18.0). Foi adotado nivel de significancia de 0,05 (5%) e

valores descritivos (p) inferiores a este foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DOS CASOS

O presente estudo é composto por 225 pacientes. Dentre os individuos, cinquenta e
trés por cento eram homens e quarenta e seis por cento mulheres. A media de idade dos
participantes foi de 61,93 anos (variacdo de 22 a 87 anos).

A andlise de alguns fatores de risco conhecidos para o desenvolvimento deste tipo
de cancer revelou que mais da metade dos pacientes referiram nunca terem fumado (56%),
a categorizacao desde dados ocorreu da seguinte forma: foram considerados néo tabagistas
os participantes que referiram nunca terem fumado ou eram tabagistas esporadicos; ex-
tabagistas, os que referiram ja terem fumado regularmente, mas pararam ha mais de 12
meses; e tabagistas, os que referiram fumar em média um cigarro, charuto ou cachimbo
diariamente por pelo menos 1 ano. Da mesma forma foram considerados ndo etilistas
aqueles que referiram nunca terem ingerido bebida alcodlica ou eram etilistas esporadicos;
ex-etilistas, aqueles que referiram ja terem ingerido regularmente bebida alcodlica, mas
pararam h& mais de 12 meses; e foram considerados etilistas aqueles que ingeriam uma
dose de bebida alcodlica (vinho, cerveja e destilados) uma vez ao més.

Considerando a localizacdo dos tumores, 25,4% apresentam cancer na regido do
célon direito, 45,5% no colon esquerdo e 29% no reto. Quanto ao tipo histoldgico,
prevaleceram 0s tumores ndo-mucinosos (75,6%). Aqueles com até 40% de componente de
mucina € mucinosos ocorreram em, respectivamente, 14,7% e 9,8%. Os tumores
moderadamente diferenciados foram mais frequentes (84,7%) do que os bem diferenciados
(9,9%) e pouco diferenciados (5,4%).

A tabela 2 mostra a descricdo da amostra em relacao a todas as variaveis categoricas
estudadas: idade ao diagnostico (categorizada: <60 anos e >60 anos sexo, tabagismo,

etilismo, localizacdo e tipo histoldgico.
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Tabela 2. Distribuicdo da populacdo de estudo (225 pacientes) conforme: idade,

sexo, tabagismo, etilismo, localizacéo e tipo histoldgico.

Casos (n=225)
Variavel
N %
Idade <60 98 43,6
> 60 127 56,4
Sexo Masculino 121 53,8
Feminino 104 46,2
Tabagismo Né&o-tabagista 126 56
Tabagista ativo 30 13,3
Ex-tabagista 69 30,7
Etilismo Né&o-etilista 136 60,4
Etilista 57 25,3
Ex-etilista 32 14,2
Localizag&o Célon direito 57 25,4
Célon esquerdo 102 45,5
Reto 65 29
Tipo Histolégico Com componente mucinoso 33 14,7
Mucinoso 22 9,8
N&o-mucinoso 170 75,6

4.2 ANALISE DA FREQUENCIA DE GENOTIPOS E HAPLOTIPOS

A frequéncia dos polimorfismos foi avaliada nos 225 casos. A distribuigdo e
frequéncia dos polimorfismos da MTHFR 677C>T e 1298A>C, estdo descritos na tabela 3.



23

Tabela 3. Distribuicdo das frequéncias genotipicas entre 0s casos.

Casos (n=225)
Polimorfismos
N %

MTHFR 677C>T CC 106 47,1

CT 87 38,7

TT 32 14,2
MTHFR 1298A>C AA 120 93,2

AC 89 39,7

CcC 16 7,1

A posicao dos polimorfismos da MTHFR no cromossomo, frequéncias esperadas e
observadas, informagbes sobre o Equilibrio de Hardy-Weinberg e MAF (Minor Alelle
Frequency) estdo descritas na tabela 4. No presente estudo, as frequéncias genotipicas
observadas e esperadas dos SNPs da MTHFR foram consistentes com o Equilibrio de

Hardy Weinberg, com valor de p superior a 0,05 para todas as analises.

Tabela 4. Polimorfismos estudados, posicdo no cromossomo, frequéncias esperadas
e observadas, informacdes sobre o Equilibrio de Hardy-Weinberg, % de amostras

genotipadas, MAF (Minor Alelle Frequency) e alelos analisados para cada polimorfismo.

Poli fi Posicdono  Obs Al i
olImortiIsmos elos avallados
Cromossomo HET PredHET Hwpval MAF

MTHFR 677C>T

11796321 0,387 0,446 0,0615 0,336 CT
(RS1801133)
MTHFR 1298A>C

11794419 0,397 0,394 1,0 0,27 A:C
(RS1801131)

SNP: polimorfismos de nucleotideo Gnico, Obs HET: frequéncias observadas; PredHET: frequéncias
esperadas; HwpVal: Equilibrio de Hardy-Weinberg; MAF: Minor Alelle Frequency.

Avaliou-se também a segregacdo alélica dos polimorfismos estudados, com o
objetivo de verificar se 0s mesmos estdo em desequilibrio de ligacdo (DL). DL é a
associacdo ndo-aleatoria de alelos em dois ou mais loci em um cromossomo. A andlise foi

feita através do software Haploview. O estudo mostrou elevado desequilibrio de ligacéo
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entre os polimorfismos MTHFR 677C>T e 1298A>C, que distam entre si em 01 kilobases
(Kb), com D’=72. Os dois SNPs foram agrupados em um unico bloco, como mostra a
figura 2 (A).

Os haploétipos formados por este bloco estdo representados na figura 2 (B). Os
agrupamentos com frequéncia inferior a 1% ndo sdo mostrados na analise. As frequéncias
encontradas sao: AC 42%, AT 31%, CC 24,5% e CT 2,5%.

A B
Block 1
E 8 AC .420
§ é AT .310
» » CC .245
CT.025

Block 1 (1 kh)
1 2

Figura 2. Representagio da estrutura de desequilibrio de ligagdo (DL) entre os polimorfismos do

gene MTHFR (A). A parte superior do painel mostra a localizacdo dos dois polimorfismos e a inferior os
resultados do Haploview. Os valores de D’ sdo indicados nos quadrados de interseccdo e representam a
relacdo de DL entre os SNPs. Cores mais escuras de vermelho indicam forte desequilibrio de ligacao
(D’=100, segregacdo nao aleatéria dos alelos) e as mais claras e brancas mostram fraco desequilibrio
(D’<100) ou ausente (D’=0, segregacdo independente dos alelos). Os blocos gerados estdo marcados sob

intervalo algoritmico do Haploview). Haplotipos formados por este bloco e respectivas frequéncias (B).

4.3 TESTE DE ASSOCIAGAO DAS VARIAVEIS COM OS GENOTIPOS

A distribuicdo e frequéncia genotipicas dos polimorfismos MTHFR 677C>T e
1298A>C, estdo representados na tabela 5. Para as analises foram utilizados os testes do
Qui-Quadrado e Exato de Fisher.

Né&o foram detectadas diferengas na distribuicéo dos alelos de ambos os SNPs entre
casos (p>0,05).



Tabela 5.

Frequéncia genotipica entre as varidveis
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epidemiolégicas e

clinicopatoldgicas dos 225 pacientes operados por cancer colorretal. Sdo Paulo, Brasil,

2001-2006.
MTHFR - 677 C=T (rs1801133)
L Gendtipo (n.%)
Variavel 12 P
cC CT TT
<60 46 (46,9) 38(38.8) 14(14.3)
Idad
fade > 60 60 (47,2) 49 (38.6) 18(14,2) 0.02 !
Sexo Masculino 65(53.7) 38GL4) 18(149) | (e | g.04s
Feminino 41(39,4) 49 (47,1) 14 (13.5) ’ :
. N#o-tabagista 57 (45,2) 55(43,7) 14(11,1)
Tabagismo Tabagista ativo 12(40) 12(40) 6(0) | 558 | 023
Ex-tabagista 37(53,6) 20(29) 12(17.4)
Etilismo Nio-etilista 60 (44,1) 58(42,6) 18(13.2)
Etilista 28(49,1) 20(35,1) 9(15.8) | 278 0.6
Ex-ctilista 18(56,3) 9(28,1) 5(15.6)
- Célon direito 20(351) 31(54.4) 6(10,5)
Localizagdo Célon esquerdo 52(51) 32(314) 18(17.6) | 8.89 0.06
Reto 33(50,8) 24(369) 8(12.3)
Com componente mucinoso | 15 (45,5) 13 (39.4) 5(15.2)
Tipo Histolégico ) cingso 10(455) 11(50)  1(4,5) 2,5 0,65
Nio-mucinoso 81(47.6) 63(37.1) 26(15.,3)
MTHFR - 1298 A=C (rs1801131)
—— =~
Variavel Genotipo (n,%) 2 ?
AA AC cc
<60 55(56,7) 38(39,2) 4(4.1)
Idad s .
fade > 60 64 (50.4) 51(402) 12(9.4) 2,61 0.27
Sexo Masculino 61(50.8) 46(383) 13(10.8) | 4, 0.07
Feminino 58(55.8) 43(41,3) 3(2.9) : :
Tabacis Nao-tabagista 61 (48.4) 55(43.7) 10(7.9)
Ahaglsne Tabagista ativo 19 (65,5) 10(34,5)  0(0,0) 5,04 0.28
Ex-tabagista 39(56,5) 24(34.8) 6(8.7)
bilis Nao-etilista 77(56,6) 49 (36) 10 (7.4)
Sne Etilista 29(51,8) 21(37.5) 6(10.7) | 821 0,08
Ex-etilista 13 (40,6) 19(59.4)  0(0.0)
o Coélon direito 24 (42,9) 25(44.6) 7(12.5)
Localizacio Colon esquerdo 57(55.9) 40(39.2) 5(49) | 495 | 029
Reto 37(56,9) 24(369) 4(6.2)
. N Com componente mucinoso | 18 (56.3) 10 (31.3) 4(12.5)
Tipo Histolégico r,0in0s0 12(54,5) 9(40.9) 1(4.5 | 236 0,67
Nio-mucinoso 89 (52.4) 70(41,2) 11(6.5)

Utilizado teste de Qui-Quadrado. ? Teste de Fisher, correcio do valor de p do teste Qui-quadrado quando o
ntmero de observacao é pequeno (N<5).
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Realizou-se teste de associacdo com 0s gendtipos no modelo dominante
(comparacéo da frequéncia de homozigotos para o alelo selvagem versus de heterozigoto +
homozigoto para o alelo polimorfico entre os grupos estudados), modelo recessivo
(comparacdo da frequéncia de homozigotos para o alelo selvagem + heterozigotos versus
homozigotos para o alelo polimérfico entre os grupos estudados) e modelo de alelos (em
que comparamos as frequéncias do alelo selvagem e alelo polimorfico entre os grupos
estudados). Os resultados das associa¢fes dos polimorfismos MTHFR 677C>T e 1298A>C
estdo descritos na tabela 6 e 7.

Foram encontradas associacGes significativas entre as frequéncias genotipicas no

modelo dominante e recessivo no polimorfismo rs1801133 e a varidvel sexo.

Tabela 6. Associagdes entre o polimorfismo MTHFR 677 C>T (modelo dominante
e modelo recessivo) e as variaveis epidemioldgicas e clinicopatolégicas dos 225 pacientes

operados por cancer colorretal. Sdo Paulo, Brasil, 2001-2006.

MTHFR — 677 C>T (rs1801133)

Modelo Modelo
Dominante Dominante
Variavel Genotipo x? J4 Genotipo x? r
(n,%) (n,%)
CT+TT CT+TT
<60 52 (53.1) 84 (85.7)

Idad : 0.002| 0,96 : 0.00| 0,98

ace > 60 67 (52.8) | 2 1109(85.8)| |

Sexo Masculino 36 (46.3) 103 (85.8)

. ; 4,59 | 0,032 *.10,09]0,762
Feminino 63 (60.6) ’ ’ 90 (86.5) | ’
Nao-tabagista 69 (54.8) 112(88.9)

Tabagismo . . " "
Tabagistaativo 18 (60) | 1.96 | 0.38 | 24 (80) |2.39] 0.30
Ex-tabagista 32 (46.4) 57 (82.6)

Etili Nao-etilista 76 (55.9) 118(86.8)

HISHO Etilista 29 (50.9) | 1.65 | 0.44 | 48 (84.2) | 0.28| 0.87
Ex-etilista 14 (43.8) 27 (84.4)

Localizac Colon direito 37 (64.9) 51 (89.5)

OCAlZACA® - 510n esquerdo 50 (49.0) | 4,27 | 0,12 | 84 (82.4) | 1.81] 0,41
Reto 32 (49.2) 57 (87.7)

Tipo Coml componente mucinoso | 18 (54.5) 28 (84.8)

Histolégico Mucinoso 12 (54.5) | 0,08 | 0.96 | 21 (95.5) | 1.87| 0.39
Nao-mucinoso 89 (52.4) 144 (84.,7)

Utilizado teste de Qui-Quadrado. ? Teste de Fisher, correcdo do valor de p do teste Qui-quadrado quando o
ntmero de observacao é pequeno (N<5).
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Tabela 7. Associacgdes entre o polimorfismo MTHFR 1298 A>C (modelo dominante

e modelo recessivo) e as variaveis epidemioldgicas e clinicopatologicas dos 225 pacientes

operados por cancer colorretal. Séo Paulo, Brasil, 2001-2006.
MTHFR — 1298 A>C (rs1801131
Modelo Modelo
Dominante Dominante
Varidvel Gendtipo x? r Genétipo o r
(n,%) (n,%)
AC+ CC AA+AC
<60 42 (43.3) 93 (95,9)
Idad ; 0.88 | 0,35 ; 2.35( 0,13
ace >60 63 (49.6) | =2 1115 (90.6)| 77|
Sexo Masculino 59 (49.2) 107 (89,2)
.. ; 0.55 | 0,46 : 5.31( 0,02
Feminino 46 (44.2) | | 101(97.1)| |
Nao-tabagista 65 (51.6) 116(92.1)
Tabagismo . .
Tabagistaativo 10 (34,5) | 3.23 | 0,20 [29(100,0)| 2,60 0,27
Ex-tabagista 30 (43.5) 63 (91,3)
Edi Nao-etilista 59 (43.4) 126 (92.6)
PISHO Ftilista 27(48,2) | 2,71 | 0.26 | 50 (89,3) | 3.55| 0,17
Ex-etilista 19 (59.4) 32(100.0)
Localizaci Colon direito 32(57.1) 49 (87.5)
OCANZACA0 - 510n esquerdo 45 (44,1) | 3.05 | 0,22 | 97 (95,1) | 3.28] 0,19
Reto 28 (43.1) 61 (93.8)
Tipo Coml componente mucinoso | 14 (43.8) 28 (87,5)
Histologico Mucinoso 10 (45.5) | 0.18 | 0,91 | 21 (95.5) | 1,72| 0.42
N&o-mucinoso 81 (47.6) 159(93.5)

Utilizado teste de Qui-Quadrado.  Teste de Fisher,

namero de observacdo é pequeno (N<5).

4.4 ANALISE DE SOBREVIDA

4.4.1 SEGUIMENTO DOS PACIENTES

correcdo do valor de p do teste Qui-quadrado quando o

O status da casuistica ao final de 5 anos de seguimento estd descrito na tabela 6.

Apbs 60 meses de acompanhamento, 68,89% dos pacientes estavam vivos e 31,11%

morreram.
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Tabela 8. Status vital dos pacientes operados por cancer colorretal.

Status Vital (n=225) n %

Vivos 155 68,89

Obitos 70 31.11
Obitos por CCR 16 23,11
Obitos por outras causas 54 76,89

4.4.2 ANALISE DE SOBREVIDA GLOBAL

Avaliaram-se as raz@es de risco de 6bito por CCR na presenca dos gendtipos dos
genes MTHFR 677C>T e MTHFR 1298A>C. As curvas de sobrevida obtidas pelo método
de Kaplan-Meier com os respectivos valores de p de log rank estdo representados na figura
3.

N&do foi encontrada associacdo estatisticamente significativa dos gendtipos da

MTHFR. Os dados estdo representados nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9. Resultado da analise de risco de Obito e seus intervalos de confianca
(95%) dos polimorfismos da MTHFR em pacientes com cancer colorretal.

Genotipos RR 95% IC P
MTHFR 677C>T cC Referéncia
(RS1801133) CT 1,43 0,88 2,33 0,153
TT 0,58 0,24 1,39 0,22
MTHFR 1298A>C AA Referéncia
(RS1801131) AC 1,24 0,76 2,01 0,388
CcC 0,55 0,17 1,78 0,316

Os resultados sdo expressos em razdo de risco (RR) intervalo de confianca de 95% (IC). Foi utilizada a
regressdo simples de Cox.
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Tabela 10. Razdo de Risco de Obito em relacdo aos Genétipos Selvagens e

Polimorficos.
Genotipo RR 95%IC P
MTHFR 677C>T cCc Referéncia
(RS1801133) CT+TT 0,49 0,21 1,14 0,097
MTHFR 1298A>C AA Referéncia
(RS1801131) TC+CC 0,5 0,16 1,58 0,237

Os resultados séo expressos em razdo de risco (RR) intervalo de confianca de 95% (IC). Foi utilizada a
regressao simples de Cox.

As curvas de sobrevida comparando os gendtipos dos polimorfismos MTHFR
677C>T e MTHFR 1298A>C, pelo teste de Long Rank para o0 SNP MTHFR 677C>T o
Qui-quadrado foi de 4,10 e o valor de p=0,12, no SNP MTHFR 1298A>C o Qui-quadrado
foi de 1,04 e o valor de p=0,592, ambos ndo mostraram diferencas estatisticas significativas

na sobrevida global para os pacientes com CCR.

109 R Valorde p=0.128 107k Valorde p=0.592

087 LY —— cC-censore d LT
A i CT-censored I i~ CA-censored
h W CC-censared

L
05 . 8

i

Sobrevida
Sobrevida

0,4

0.2

MTHFR 677 C>T MTHFR 1298 A >C

0,0-]

T T T
0 50 100 1% 200 0 50 100 150 200

Tempo (Meses) Tempo (Meses)

Figura 3. Curvas de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier dos individuos com
CCR em relagéo aos polimorfismos MTHFR 677 C>T e MTHFR 1298 A>C.

A curva de sobrevida comparando os homozigotos selvagens CC e AA versus 0S
demais gendtipos dos polimorfismos MTHFR 677 C>T e MTHFR 1298 A>C foi feita pelo
teste de Long Rank o Qui-quadrado foi de 2,44 e o valor de p=0,11 ndo mostrou diferenca

estatistica.
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Figura 4. Curva de sobrevida geral pelo método de Kaplan-Meier dos individuos
com CCR comparando os homozigotos selvagens CC e AA versus 0s demais genoétipos dos

polimorfismos MTHFR 677 C>T e MTHFR 1298 A>C.
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5. DISCUSSAO

Os objetivos deste estudo foram investigar a frequéncia dos polimorfismos em
pacientes com cancer colorretal, a distribuicdo dos genotipos e haplétipos e associa-los aos
fatores clinicos, epidemioldgicos, patologicos e a sobrevida global.

A incidéncia foi semelhante em ambos os sexos 53,8% foram homens e 46,2%,
mulheres, com média de idade de 61,93 anos. Segundo dados do INCA apesar de o padréo
da incidéncia ser semelhante entre 0s sexos, as maiores taxas foram do sexo masculino na
maioria das regides geograficas. Em outro estudo nacional mostrou a mesma caracteristica,
69,2% foram homens e 51,4% mulheres .

As informacGes sobre tabagismo e etilismo foram coletadas a partir de questionarios
aplicados aos participantes do projeto Genoma Clinico do Cancer da FAPESP. O etilismo
foi considerado como consumo de bebidas alcoolicas pelo menos uma vez ao més e o
tabagismo como habito de fumar em média um cigarro, cachimbo ou charuto, diariamente,
pelo menos um ano.

Apenas 13,3% declaram ser fumantes ativos e 30,7% ex-tabagistas, ja no etilismo
25,3% se declararam etilistas e 14,2% ex-etilistas. Segundo estudo realizado na coreia
mostrou uma frequéncia parecida sendo 13,8% se declararam fumantes®..

Em relac&o ao tipo histoldgico, a maioria foi do tipo ndo- mucinoso com 75,6% dos
casos, sobre a localizagdo 45,5% se localizava no célon esquerdo e 29% no reto.

Nesta casuistica 23% dos pacientes foram a dbito pelo CCR.

Selecionou-se a técnica de genotipagem TagMan ® SNP Genotyping Assays
(Applied Biosystems, Foster city, EUA),em PCR em tempo real para este estudo levando-se
em consideracdo que esta metodologia garante maior precisdo e eficiéncia, com resultados
num periodo de tempo consideravelmente curto, amplifica gene pequenos o que
possibilitou a genotipagem de amostras antigas e parcialmente degradadas, pois por se
tratar de um estudo retrospectivo, havia pequena quantidade de DNA extraido disponivel.
Os protocolos utilizados e seguidos requerem menor quantidade de DNA, e neste caso

utilizou-se apenas 1,0pL contendo 10 ng de DNA, o que foi suficiente para as analises.
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Outro fator importante para a escolha do método é a facilidade de andlise do
resultado, o qual o software mostra claramente o gréfico com os gendtipos de acordo com o
perfil de emissao das fluorescéncias.

O namero dos casos neste presente trabalho, foram de duzentos e vinte e cinco,
analisados quanto a distribuicdo genotipica e alélica dos SNPs dos polimorfismos MTHFR
677C>T e MTHFR 1298A>C.

As frequéncias encontradas nos casos foram para MTHFR677 C>T — CC 47,1%j;
CT 38,7%; TT 14,2% e MTHFR 1298A>C — AA 53,2%; AC 39,7%; CC 7,1%. Levando-se
em consideracdo a populagcdo geral, as frequéncias do alelo polimoérfico obtidas na
genotipagem dos SNPs MTHFR677C>T e MTHFR1298A>C foram, respectivamente, de
0,33 e0,27.

Segundo um estudo da associacdo dos SNPs com o risco de CCR na populacdo da
Turquia, as frequéncias foram semelhantes para 0 MTHFR677C>T, sendo CC 41,9%; CT
37,2% e TT 20,9% ja para o SNP MTHFR1298 A>C as frequéncias foram AA 31,4%; AC
54,6% e CC 14% (38). Em chineses as frequéncias do SNP MTHFR 677C>T foram CC
33,5%; CT 45,1% e TT 21,4% (42). Em outro estudo com uma populacdo australiana e
polonesa as frequéncias para 0 SNP MTHFR 677C>T foram: CC 50,9%; CT 40,2%; TT
8,7% ja para 0 SNP MTHFR1298 A>C as frequéncias foram AA 44,6%; AC 43,2% e CC
12,1% ®.

No presente estudo, as frequéncias genotipicas observadas e esperadas dos SNPs da
MTHFR foram consistentes com o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) na populacéo,
considerando o nivel de significancia de 5%. As frequéncias, diferentes das esperadas em
equilibrio, podem ocorrer devido ao intercruzamento, estratificacdo populacional, selecéo
ou fatores desconhecidos de erros de determinacdo do gendtipo(44). Ademais, ndo existe na
literatura um consenso quanto aos valores descritivos de EHW. Alguns pesquisadores tem
descartado loci que desviem do EHW em controles ao nivel de significancia p=10~ ou 10™*
45.

A maioria dos casos de CCR sdo esporadicas, aproximadamente 25% dos pacientes
tém historia familiar. A variagdo genética, a epigenética, a diversidade socioeconémica,
demogréfica, racial e étnica tem impacto sobre os resultados da doenca e devem ser

cuidadosamente considerados na avaliacdo CCR***’. No entanto, os mecanismos de
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ativagdo molecular do CCR ainda ndo foram completamente definidos. O gene funcional da
MTHFR é uma das moléculas ativadoras de doencas complexas incluindo CCR*. O gene
tem um efeito pluripotente no metabolismo do folato, na regulacdo de outros genes, na
metilagdo do DNA, na manutencéo da integridade e estabilidade do DNA*. Os achados da
literatura mostram resultados conflitantes sobre o papel da MTHFR na oncogénese. Em
varios estudos, o genétipo MTHFR677 TT foi associado a um risco aumentado de
CCR**® Em outro artigo foi constatado que o gendtipo TT esta associado a um risco
aumentado de CCR na populacdo portuguesa ', porém néo foi relatada qualquer relacéo na
populacdo Turca *2. Os resultados sobre 0 SNP da MTHFR1298A>C com risco de CCR s&o
também conflitantes **°%°*, Para 0 genétipo MTHFR1298 CC, dois estudos relataram um

aumento no risco >

, enquanto outras meta-analises sugerem que 0s gendtipos
MTHFR1298 CC podem estar associados a uma diminui¢do no risco do CCR na populacéo
chinesa®" ™%, Segundo artigo publicado em 2013 onde citam que os SNPs no gene
MTHFR associado ao CCR podem ser usados como uma ferramenta potencial de marcador
genético para melhorar o diagnéstico e tratamento do cancer®.

A distribuicdo das frequéncias dos polimorfismos também foram relacionada aos
dados clinicos, epidemioldgicos e patoldgicos dos pacientes com cancer colorretal.

N&o foi encontrada associacdo entre os polimorfismos da MTHFR 677C>T e
MTHFR1298A>C relacionados as variaveis descritas neste trabalho com o céncer
colorretal.

Como é conhecido o consumo excessivo de bebidas alcodlicas e o tabagismo estdo
relacionados como fatores de risco para 0 CCR, nossos achados ndo mostraram interagdes
entre os polimorfismos e estas variaveis.

Em relacdo aos etilistas, também ndo foram encontradas associagdes significativas
entre os polimorfismos estudados. Conforme artigo publicado em 2013 *?, o 4lcool pode
interferir com o metabolismo do carbono de varias maneiras, gerando deferentes padroes de
metilacdo do DNA.

Em uma coorte de 609 pacientes, o consumo excessivo de alcool foi associado ao
aumento do risco de CCR por hipometilacdo do DNA®. Além disso, uma baixa ingestao de
folato associado a alta ingestdo de alcool mostram uma maior frequéncia de metilacdo do

promotor de genes envolvidos na carcinogénese do CCR em comparagdo a pessoas que tem
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um alto consumo de folato associado com baixo consumo de alcool ®2. Um estudo
publicado pela American Journal Clinial Nutrition mostrou que a ingestdo baixa de folato
juntamente com alta ingestdo de alcool aumentou o risco de CCR em pessoas com 0
gendtipo CC ou o genétipo CT .

No estudo foram encontradas as seguintes frequéncias com relacdo a localizacéo
para o polimorfismo MTHFR 667 C>T foram encontradas as seguintes frequéncias: Cdlon
direito CC 35,1%; CT 54,4%; TT 10,5%; Colon esquerdo CC 51%; CT 31,4%; TT 17,6%;
Reto CC 50,8%; CT 36,9%; TT 12,3%; para 0 MTHFR 1298 A>C foram encontrado as
seguintes frequéncias: Colon direto AA 42,9%; AC 44,6%; CC 12,5%; Célon esquerdo AA
55,9%; AC 39,2%; CC 4,9%; Reto AA 56,9%; AC 36,9%; 6,2%.

Um estudo mostrou que o risco de CCR em portadores homozigotos era dependente
da localizacdo do CCR. Foi observado no estudo que o gendtipo TT estava associado a um
risco aumentado de céncer nas regides do célon mais préximo do intestino delgado, mas
com um risco reduzido de céncer nas regifes mais proximas do reto. Mais importante
ainda, o risco aumentado de cancer proximal foi altamente prevalente em individuos com
alto consumo de alcool®. A instabilidade de microssatélites também tem sido relacionada
com o risco de CCR em pessoas com o genétipo TT®. Finalmente, a ingestdo dietética de
folato e alcool também tem sido associada com risco de CCR em pessoas portadoras da
variante MTHFR C. Um subconjunto de CCR exibem metilacdo do promotor em multiplos
genes; estes tumores sdo referidos como fendtipo de metilador de ilha CpG ®. A frequéncia
desses tumores depende da localizacdo do céncer. Assim, 30 a 40 % estdo na regido do
célon proximal, em comparacéo com 3 a 12 % que estdo na regido distal e retal®’.

N&o houve diferenca estatisticamente significante na sobrevivéncia entre os dois
SNPs, observando as curvas de sobrevivéncia na figura 3 podemos verificar que para o
genétipo MTHFR677 CC e MTHFR1298 AA parece ter uma sobrevida maior que 0s
demais genotipos. Em um artigo foi verificado que portadores do homozigoto CC tinham
uma sobrevida mais curta ®, ha outras conclusdes onde se verificou que a sobrevida era
maior para pacientes com gendtipos AA comparados aos pacientes com genétipos AC ®°.
Em um estudo com 51 pacientes com CCR fase Ill, no subgrupo de pacientes que tinham
cancer do reto-sigmoide com gendtipo MTHFR677 CC tiveram uma sobrevivéncia mais

longa do que os que tinham o genétipo CT e TT’°. No entanto, em outro estudo com 94
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pacientes com CCR metastatico os autores ndo encontraram correlacdo significativa entre
os dois polimorfismos com a sobrevida dos pacientes ",

Uma das principais limitacbes do nosso estudo foi a coleta de dados
retrospectivamente de prontuérios, laudos de exames e questionarios, outra limitacéo foi
ndo incluir mais fatores dietéticos ou de estilo de vida, niveis de folato. O folato mostrou-se
fortemente ligado em muitos estudos, com baixos niveis de folato encontrados aumentam o
risco pela hipometilacdo com isso folato também influencia a atividade da enzima MTHFR
tornando importante estas informacdes para futuros estudos.

A capacidade em detectar polimorfismos no nivel do DNA vem modificando
profundamente os estudos de genética humana. Um dos maiores impactos da detecgdo de
polimorfismos do DNA tem sido o seu emprego para analisar marcadores para
mapeamento, identificacdo de genes causadores de doencas, entre outros.

A compreensdo dos polimorfismos da MTHFR e outro envolvidos no CCR
permitird o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes assim como o desenvolvimento

de novas drogas melhorando a qualidade de vida dos pacientes.
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6. CONCLUSOES

Pode-se concluir dentro das condigdes de realizacdo desta pesquisa que:

- As frequéncias dos polimorfismos MTFR (677C>T e 1298A>C) em pacientes com
adenocarcinoma colorretal foram levantadas e agrupadas por genotipos assim como a
significancia, metade dos individuos apresentaram frequéncias genotipicas de homozigotos

selvagens nos dois polimorfismos estudados (CC e AA).

- Néo houve associacdes estatisticamente significativas dos polimorfismos
mencionados com os dados clinicopatolégicos, sexo, idade, localizagdo tumoral, tipo

histoldgico, antecedentes de tabagismo e alcoolismo e sobrevida dos pacientes com CCR.
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8. ANEXOS

ANEXO 1 — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA CAPPESQ.

MEDICINA
=r

550 Paulo, 11 de noverrbro de 2013,

limos. Srs.
Prof. Dr. Uhysses Ribeiro Jumior
Sr. Diego Mateus de Souza

Prezado Prof. Ulysses,

Amendendo 3 sobctagio V.53, a Comissdo Etico-Clentifica do Departamento de
Gastroenterclogia da FMUSP, em sua 185 Reunido Ordinaria de 31 de outubro de 2013,
analisou ¢ seu projete de pesquisa, inftulado: ANALISE DE POLIMORFISMOS DAS ENZIMAS
MTHFR E MUTACAD DA DPD EM PACIENTES COM CANCER COLORRETAL SUBMETIDOS A
TRATAMENTO QUINMIDTERAPICO COM 5-FLUCROURACIL (5-FU). Cadastro on fine: 11488

Cio-autores: Evelise Pelegringlli Zaidan, Michele Tatiana Pereira Tomitao, Marcia Saldanha
Kubnusly, Venanco Avancini Femeira Mves, Sergio Carlos Mahas, van Cecconslio,

Situagio: Aprovado

-:'Juf

Prof. Dir. Paulo Herman
Presidente da Comiss3o Etico-Cientifica do
Cepartamento de Gastrosnterclogia da FMUSP

FEL - I L, e N A -
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO GRUPO DE ESTUDO.

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugdes para preenchimento no verso)

GRUPOQO DE ESTUDO

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..o sexo: MmZ FZ
DATA NASCIMENTO: ....... Lo,

ENDEREGCO ..o N©
YN[ =110 T CIDADE

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :...oooooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee SEXO: MZ FZ
DATA NASCIMENTO.: w.c.feeveid......
ENDEREGO: ...ttt NO oo APTO: oo,

BAIRRO: ..ot CIDADE: ...
CEP: o TELEFONE: DDD (............ ) TP P PP PP PPPPRPPRPN

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA “Perfil Genético do Cancer Colorretal e suas Aplicagdes
Clinicas.”

PESQUISADOR: Proft Dra. Angelita Habr-Gama
CARGO/FUNCAO:. Médica INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 8.345
UNIDADE DO HCFMUSP: Disciplina de Cirurgia do Aparelho Digestivo e Colo-proctologia

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

~ ~

SEMRIscO Z RISCO MiNIMO_ X RISCO MEDIO Z
RISCO BAIXO Z RISCO MAIOR Z

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia do estudo)

3. DURACAO DA PESQUISA : Cinco anos
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Il - REGISTRO DAS EXPLICAGCOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO

1. Justificativa e os Objetivos da Pesquisa — A pesquisa se intitula “Perfil Genético do Cancer
Colorretal e suas aplicagbes clinicas”. O objetivo deste estudo é auxiliar na elucidacdo da
importancia de exames genéticos no diagnéstico e no tratamento de pacientes portadores de
neoplasias de colon e de reto.

2. Procedimento que serdo utilizados e propésitos, incluindo a identificacdo dos
procedimentos que serdo experimentais — Os exames usados sdo basicamente o estudo do
material retirado durante uma cirurgia e/ou colonoscopia e de sangue coletado antes da operacao.
Todo este material sera identificado através de numeros, e 0 nome dos pacientes ndo sera
revalado, para que se possa assegurar sua privacidade e de seus familiares. Ndo serd realizado
nenhum tipo de procedimento experimental no paciente.

3. Descofortos e riscos esperados — O descorforto e o risco deste procedimento serdo os advindos
normalmente durante os procedimentos cirirgicos.

4. Beneficios que poderdo ser obtidos — Acredita-se que, entendendo melhor o cancer, os médicos
poderéo ter condi¢Bes de fazer o diagndstico e o tratamento de maneira mais segura e eficiente do
que vem sendo realizada até este momento.

5. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo.

Esta pesquisa ndo envolve nenhum tipo de procedimen to clinico sobre os doentes.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA CONSIGNANDO

1. Acesso, a qualquer tempo, as informacbGes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais davidas — A qualquer tempo o
paciente, responsaveis ou familiares poderdo receber esclarecimentos sobre dlvidas a respeito
dos procedimento, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados ao tratamento e ao protocolo
em questao.

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicdo — O
paciente podera deixar de participar do estudo a qualquer momento, sem que haja prejuizo a
continuidade de seu tratamento na Instituic&o.

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade — As informag®es obtidas serédo
analisadas em conjunto com outros resultados, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum
paciente. H4 o direito de se manter atualizado sobre resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores.

4. Disponibilidade de assisténcia no HC-FMUSP, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa — Ndo ha despesas pessoais em qualquer fase do estudo, incluindo
exames ou consultas. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado) o participante tem direito a tratamento médico na
instituicdo, bem como os indenizac¢des legalmente estabelecidas.

5. viabilidade de indenizacéo por eventuais danos a salde decorrentes da pesquisa.
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V - INFORMACOES DE NOMES, ENDEREGCOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REAGCOES ADVERSAS

Prof? Dra. Angelita Habr-Gama Dr. Ulysses Ribeiro Jr.
Prof. Dr. Desidério Kiss Dr. Osmar Keniji Yagi

Prof. Dr. Venancio A.F. Alves Dr. Marcelo Eidi Nita

Prof. Dr. José Eduardo Krieger Dr. Rodrigo Perez

Prof. Dr. José Hypdlito da Silva Gladis Wilner

Uana Maria Miguel Jorge Helena Scavone Paschoale

Katia Adriana Tessima Franco

Secretaria da Disciplina de Cirurgia do Aparelho Digestivo e Coloproctologia
Instituto Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP)
Av. Dr. Enéas Carvalho Aguiar, 255 - 9° Andar — CEP 04619-035 S&o Paulo, SP. Telefone: Oxx 11 3069 7561

Prof. José Eduardo Krieger - Diretor do Laboratorio de Genética e Cardiologia Molecular - INCOR - TEL: 3069-
5068

Avenida Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44 CEP 05403-000 Bairro Cerqueira César, S&do Paulo — SP

VI - OBSERVACOES COMPLEMENTARES

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me

foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Séo Paulo, de de 200__.

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador

(carimbo ou nome Legivel)



