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RESUMO 

 

 

Ferrari A. Associação do folato e vitaminas envolvidas no ciclo do 

carbono-1 com polimorfismos no gene metilenotetrahidrofolato 

redutase (MTHFR) e metilação global do DNA em pacientes com câncer 

colorretal. São Paulo; 2015. [Tese de Doutorado-Fundação Antônio 

Prudente]. 

 

Introdução: Folato, vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, colina e betaína 

são nutrientes envolvidos no ciclo do carbono-1 que podem alterar os níveis 

de metilação do DNA e influenciar na gênese e/ou progressão tumoral. 

Objetivo: Avaliar a associação de folato e vitaminas envolvidas no ciclo do 

carbono-1 com polimorfismos no gene MTHFR e metilação global do DNA 

em pacientes com câncer colorretal. Material e Métodos: 189 pacientes 

casos novos com adenocarcinoma colorretal responderem a um questionário 

de avaliação clínica e um Questionário de Frequência Alimentar (QFA) 

validado para pacientes com câncer de cólon e reto. Foram coletadas 

amostras de sangue para a avaliação dos polimorfismos no gene MTHFR da 

metilação global do DNA no sangue e no tumor. Resultados: Os valores de 

folato sérico foram correlacionados positivamente com o equivalente 

dietético de folato total (DFE total) (rho= 0,51 e p= 0.03) e com a metilação 

global do DNA (rho= 0,20 e p= 0.03). Indivíduos com idade igual ou superior 

a 61 anos (p= 0.01), em estadiamento clínico-patológico III e IV (p= 0.01) e 

com genótipos homozigotos mutados + heterozigotos para o gene MTHFR 

A1298C apresentaram maiores níveis de metilação global do DNA (p= 0.04). 

A associação entre a ingestão dietética de folato, folato sérico e 

estadiamento do tumor foram preditoras da metilação global do DNA no 

sangue dos pacientes. Conclusão: Os níveis de folato sérico e dietético, 

além do estadiamento clínico-patológico podem influenciar no status de 

metilação do DNA. 



SUMMARY 

 

 

Ferrari A. [Association of folate and vitamins involved in the one-carbon 

cycle with polymorphisms in the methylenetetrahydrofolate reductase 

(MTHFR) gene and global DNA methylation in patients with colorectal 

cancer]. São Paulo; 2015. [Tese de Doutorado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

Introduction: Folate, vitamin B2, vitamin B6, vitamin B12, choline and 

betaine are nutrients involved in the one-carbon cycle that can alter the levels 

of DNA methylation and influence the genesis and/or tumor progression. 

Objective: Evaluate the association of folate and vitamins involved in the 

one-carbon cycle and MTHFR polymorphisms in global DNA methylation in 

patients with colorectal cancer gene. Material and Methods: 189 new cases 

with colorectal adenocarcinoma answering a clinical evaluation questionnaire 

and the Food Frequency Questionnaire (FFQ) validated for patients with 

colon and rectal cancer. Blood samples were collected for evaluation of 

MTHFR gene polymorphisms in the global DNA methylation in blood and in 

tumor. Results: The values for serum folate were positively correlated with 

the equivalent total dietary folate (total DFE) (rho = 0.51, p = 0:03) and the 

global DNA methylation (rho = 0.20, p = 0:03). Individuals aged over 61 years 

(p = 0.01) in staging clinicopathological III and IV (P = 0.01) and with + 

heterozygous mutated homozygous genotypes for the MTHFR A1298C gene 

had higher levels of global DNA methylation (p = 0:04). The association 

between dietary intake of folate, serum folate, and tumor stage were 

predictive of global DNA methylation in patients' blood. Conclusion: The 

levels of serum and dietary folate, the clinical-pathological staging can 

influence the status of DNA methylation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 CÂNCER COLORRETAL 

 

Nas últimas décadas, o Brasil, vem passando por processos de 

transição epidemiológica e demográfica, os quais são caracterizados por um 

aumento na expectativa de vida, redução da taxa de fecundidade, redução 

nos índices de mortalidade infantil e aumento na incidência de doenças 

crônicas não-transmissíveis, como doenças cardiovasculares, diabetes 

mellitus e câncer (MENDES et al. 2012). 

O câncer é considerado uma das maiores causas de mortalidade em 

todo mundo e sua incidência vem aumentando principalmente nos países 

em desenvolvimento. Em 2030 estimam-se 27 milhões de casos novos de 

câncer e 13,1 milhões de mortes em todo mundo (World Health 

Organization-WHO 2014).  

No Brasil, para 2014 e 2015, o número de casos de câncer estimado 

será de 576 mil casos novos, o que reflete em um aumento de 11% em 

relação à estimativa de 2012. Dentre os diversos tipos de câncer, o câncer 

de pele do tipo não melanoma (182 mil casos novos) é o mais incidente, 

seguido pelos tumores de próstata (69 mil), mama feminina (57 mil), cólon e 

reto (33 mil), pulmão (27 mil), estômago (20 mil) e colo uterino (15 mil). Sem 

considerar os casos de câncer de pele não melanoma, em homens, os tipos 

mais incidentes serão os cânceres de próstata, pulmão, cólon e reto, 



2 

estômago e cavidade oral; e, nas mulheres, os de mama, cólon e reto, colo 

uterino, pulmão e glândula tireoide (Ministério da Saúde 2014).  

Em relação ao câncer colorretal (CCR), estima-se para 2014, 32.600 

casos novos, sendo 15.070 homens e 17.530 mulheres. Esses números 

refletem uma estimativa de 15,44 casos novos a cada 100 mil homens e 

17,24 a cada 100 mil mulheres (Ministério da Saúde 2014). 

Desconsiderando os casos de câncer de pele não melanoma, o CCR é 

considerado a terceira neoplasia mais incidente no mundo no sexo 

masculino (DENIPOTE et al. 2010). Já quando considerado apenas o sexo 

feminino, essa neoplasia é a segunda mais comum em todo o mundo. A 

população brasileira residente em regiões mais desenvolvidas é a mais 

atingida (Ministério da Saúde 2014). 

Desconsiderando os tumores da pele não melanoma, os tumores 

colorretais nos homens são o segundo tipo mais frequente na região 

Sudeste (22,67/100 mil), terceiro na região Sul (20,43/100 mil), terceiro na 

região Centro-Oeste (12,22/100 mil), quarta na região Norte (4,48/100 mil) e 

a quinta na região Nordeste (6,19/100 mil). Quando analisado o sexo 

feminino, esse tipo de câncer é o segundo mais frequente nas regiões 

Sudeste (24,56/100 mil) e Sul (21,85/100 mil), o terceiro nas regiões Centro-

Oeste (14,82/100 mil) e Nordeste (7,81/100 mil), e o quarto mais frequente 

na região Norte (5,30/100 mil) (Ministério da Saúde 2014). 

O CCR se desenvolve lentamente, a partir de lesões pré-neoplásicas, 

as quais através de um acúmulo crescente de alterações genéticas resultam 

em mudanças histológicas e moleculares com consequente transformação 
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do epitélio colônico normal em pólipo adenomatoso e, posteriormente, em 

câncer (RADTKE e CLEVERS 2005). Os pólipos adenomatosos são 

considerados lesões benignas, porém, em torno de 5% desses pólipos 

progridem para tumores malignos em até 10 anos (LYALL et al. 2006). 

Quando diagnosticado precocemente, o CCR apresenta um bom 

prognóstico. A sobrevida média global é de 55% e 40% nos países 

desenvolvidos e em desenvolvimento, respectivamente (Ministério da Saúde 

2014), porém pode atingir taxas de cura acima de 90% nos estádios mais 

iniciais. 

 

1.2 FATORES ENVOLVIDOS NA CARCINOGÊNESE 

COLORRETAL 

 

O desenvolvimento do CCR está relacionado com fatores genéticos, 

de estilo de vida, ambientais e dietéticos (ARANCETA e RODRIGO 2002). 

Os principais fatores de risco incluem história familiar de câncer colorretal, 

idade, tabagismo, álcool, obesidade, diabetes, sedentarismo, doença 

inflamatória intestinal e dieta pobre em fibras e folato (AL-SOHAILY et al. 

2012; DYSON e RUTTER 2012).  

O cigarro tem sido associado ao aumento de incidência e mortalidade 

por CCR. Segundo um grupo integrante do International Agency for 

Research on Cancer (IARC) o tabagismo aumenta tanto o risco para os 

tumores em cólon quanto em reto (International Agency for Research on 

Cancer - IARC 2012). BOTTERI et al. (2008) investigou 106 estudos 
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observacionais e mostrou um risco para CCR de 1.18 para as pessoas que 

fumavam quando comparadas aos não fumantes (BOTTERI et al. 2008). 

Além disso, sabe-se que, em torno de 12% das mortes por CCR podem ser 

atribuídas ao cigarro (ZISMAN et al. 2006; HAGGAR e BOUSHEY 2009). 

Um recente e grande estudo de coorte realizou um acompanhamento 

durante 14 anos com um grupo de noruegueses com diagnóstico de CCR e 

mostrou que o tabagismo está associado ao aumento da mortalidade por 

CCR, em ambos os sexos, em torno de 20% quando comparados com 

pacientes que nunca fumaram (PARAJULI et al. 2014). 

 A obesidade é considerada um fator de risco para diversas neoplasias 

(RENEHAN et al. 2008). Um grande estudo de coorte demonstrou um risco 

relativo de 1.45 para o desenvolvimento de CCR em mulheres com o índice 

de massa corporal maior que 29 Kg/m2 em relação a mulheres com índice 

de massa corporal menor que 21 Kg/m2 (MARTINEZ et al. 1997). Em uma 

recente meta-análise, a qual avaliou 56 estudos, ficou esclarecido que um 

Índice de Massa Corporal (IMC) < 23,0 kg/m2, IMC entre 23,0 a 24,9, IMC 

entre 25,0 a 27,4, IMC entre 27,5 a 29,9 e IMC > ou = a 30,0 kg/m2 estão 

associados a um aumento de risco para CCR de 14%, 19%, 24% e 41%, 

respectivamente (NING et al. 2010).  

 O tecido adiposo é um órgão endócrino secretando diversos 

hormônios e citocinas pró-inflamatórias que estão relacionadas à gênese do 

processo fisiopatológico da obesidade e suas complicações, como por 

exemplo, a resistência à insulina e a hipertrigliceridemia (GUTIERREZ et al. 

2009; KUMOR et al. 2009; DALAMAGA et al. 2013). A resistência insulínica, 
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por sua vez, conduz a um quadro de hiperinsulinemia, o qual juntamente 

com o Fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 contribui para a 

carcinogênse (CALLE e KAAKS et al. 2004). 

Algumas medicações vêm sido estudadas na prevenção e 

mortalidade por CCR. Em relação aos antiinflamatórios não-esteróides, 

estudos mostram que, indivíduos com história prévia de adenomas, porém 

sem predisposição genética para CCR, possuem um menor risco relativo de 

recorrência de adenomas quando comparados com pessoas que não 

utilizavam tais medicações. Entretanto, o tempo de seguimento não foi 

suficiente para determinar se esses antiinflamatórios atuam também na 

diminuição na incidência de CCR (ARBER et al. 2006; BERTAGNOLLI et al. 

2006; LANAS et al. 2007). Já a utilização diária da aspirina, por no mínimo 

cinco anos, mostrou eficácia na redução da incidência e mortalidade por 

CCR (FLOSSMANN et al. 2007; ROTHWELL et al. 2010, 2011). Além disso, 

segundo CHLEBOWSKI et al. (2004), mulheres que faziam a utilização de 

estrógeno combinado com progesterona pós-menopausa tinham redução de 

44% na incidência de CCR quando comparadas com mulheres que não 

utilizavam essa medicação. 

 

1.3 DIETA E CÂNCER COLORRETAL 

 

A relação entre dieta e câncer também vem sido muito estudada 

(DURKO e MALECKA-PANAS 2014; Ministério da Saúde 2014). Estima-se 
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que mais 30% dos casos de câncer em todo mundo poderiam ser evitados 

através de mudanças comportamentais e dietéticas (WHO 2014).  

Uma meta-análise de 52 estudos observacionais demonstrou que 

pessoas que praticavam atividade física regular possuíam 24% de 

diminuição na incidência de CCR quando comparadas com indivíduos que 

não praticavam exercício (WOLIN et al. 2009). Além disso, os mesmos 

autores em 2011, concluíram, através de uma revisão sistemática, que a 

atividade física pode reduzir em 16% a incidência de adenomas e, em 35%, 

a incidência de pólipos intestinais (WOLIN et al. 2011). 

Em relação à dieta, uma alimentação rica em carne processada, 

carboidratos simples, gorduras saturadas, proteínas de origem animal e 

calorias, favorece o aparecimento de neoplasias em cólon e reto. Em 

contrapartida alimentos contendo fibras, folato, selênio, cálcio, vitamina D e 

antioxidantes agem como agentes protetores contra o desenvolvimento 

dessas neoplasias (CAMPOS et al. 2005; MARTINEZ et al. 2008; GESCHER 

et al. 2010; CHAN e GIOVANNUCCI 2010). 

 Uma dieta rica em carne vermelha também tem sido associada 

diretamente ou indiretamente a carcinogênese colorretal, já que indivíduos 

que consomem muita carne vermelha podem ter uma dieta também baixa 

em verduras e legumes. Um dos possíveis mecanismos que explica o 

potencial carcinogênico da carne vermelha de boi, porco ou cordeiro, 

envolve o processamento e preparo das carnes, como o processo de fritar, 

grelhar, cozinhar ou assar (PERICLEOUS et al. 2013).  Isso porque cozinhar 

a carne em altas temperaturas pode levar à produção de aminas 
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heterocíclicas, devido a pirólise de alguns aminoácidos, ou pela reação entre 

creatinina, bem como a formação de compostos N-nitrosos (FELTON et al. 

2007; CHAN et al. 2011). Essas, e outras substâncias tóxicas ao intestino, 

tais como nitratos, nitritos, indóis, fenóis, sulfitos, amônia e aminas, possuem 

um efeito carcinogênico e mutagênico (HUGHES et al. 2000), que, por sua 

vez, podem aumentar a produção de radicais livres e lesionar células 

(EICHHOLZER et al. 2012; ZANDONAI et al. 2012). O risco de CCR 

aumenta em 14% a cada aumento de 100g no consumo de carne vermelha 

ou processada (CHAN et al. 2011). 

 A associação entre a ingestão de gorduras e CCR é controversa e 

também vem sido muito estudada (PERICLEOUS et al. 2013). Uma dieta 

rica em gorduras, principalmente em gordura animal, também pode 

aumentar o risco de CCR (HAMER et al. 2008). Um grande estudo realizado 

em 2010 mostrou que pacientes que consumiam uma dieta baixa em 

gordura animal possuíam uma redução em 20% do risco de CCR (FUNG et 

al. 2010). Os ácidos graxos poliinsaturados ômega-3 presentes nos peixes, 

azeite de oliva, semente de linhaça, nozes e óleo de canola também tem 

sido alvo de muitos estudos. Alguns trabalhos prospectivos (WEIJENBERG 

et al. 2007; HALL et al. 2008; SASAZUKI et al. 2011) e de caso controle 

(KIMURA et al. 2007; THEODORATOU et al. 2007; KIM et al. 2010; 

HABERMANN et al. 2013) mostraram uma associação inversa entre o 

consumo de ômega-3 e CCR. 

Vários estudos têm mostrado o efeito protetor de frutas e hortaliças 

contra as neoplasias colorretais (TERRY et al. 2001; VAN DUIJNHOVEN et 
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al. 2009; SCHATZKIN et al. 2010; VOGTMANN et al. 2013). Entretanto, 

torna-se difícil estabelecer apenas um componente anticarcinogênico, já que 

esses alimentos são fontes de diversas vitaminas, sais minerais, fibras, 

flavonoides, indóis, antioxidantes, ácido linoleico, entre outros (DEMARINI 

1998; GARÓFOLO et al. 2004). Sabe-se que, por exemplo, substâncias 

como os indóis e isotiocianatos que são encontradas nos brócolis, repolhos 

e couve-flor, possuem um papel importante durante a detoxificação 

(CAMPOS et al. 2004). Já as fibras estão relacionadas com a redução do 

trânsito intestinal e de metabólitos tóxicos, bem como a produção de ácidos 

graxos de cadeia curta os quais diminuem o pH intestinal e podem inibir a 

carcinogênse (SCHARLAU et al. 2009; ZHONG et al. 2014). Além disso, os 

probióticos são capazes de competir com bactérias patogênicas, diminuir a 

produção de ácidos biliares secundários carcinogênicos e aumentar a 

quantidade de ácidos graxos de cadeia curta (CHONG 2014).  

O mineral cálcio e a vitamina D estão relacionados na proteção contra 

o câncer devido as suas propriedades em diminuir a proliferação celular, 

inibir o processo de angiogênese, estimular a apoptose e promover da 

diferenciação das células (PETERS et al. 2001; ZHANG e GIOVANNUCCI 

2011). A vitamina D está associada não somente com prevenção de tumores 

colorretais, mas também com a progressão e mortalidade por esses tumores 

(GIOVANNUCCI 2013). GORHAM et al. (2005) realizou uma meta-análise e 

mostrou que indivíduos, com ingestão de vitamina D maior ou igual a 1000 

IU/dia, ou, com níveis de 25-hidroxivitamina D maior ou igual a 33 ng/ml, 

tinham 50% a menos de chances de desenvolver CCR. Em relação ao 
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cálcio, um trabalho prospectivo realizado com 61.463 mulheres mostrou que 

as que ingeriam uma maior quantidade de cálcio (mediana de 914 mg/dia) 

tiveram um risco reduzido para a neoplasia colorretal em relação as 

mulheres com o menor consumo (mediana 486 mg/dia), sendo essa 

associação mais forte entre mulheres com idade mais avançada e com 

cânceres distais (TERRY et al. 2002), concordando com outro grande estudo 

de coorte realizado com 60.866 homens e 66.883 mulheres (MCCULLOUGH 

et al. 2003). 

Polifenóis são substâncias encontradas em alguns alimentos, tais 

como nas frutas, vegetais, cúrcuma, chá verde, café e vinho tinto 

(PERICLEOUS et al. 2013). Estudos recentes evidenciam a importância 

dessas substâncias durante a carcinogêse (WANG et al. 2013), inibindo a 

proliferação celular (SHIN et al. 2013), induzindo a parada do ciclo celular 

(RAMOS 2007; SHIN et al. 2013) e interagindo com vias de apoptose 

(ARAÚJO et al. 2011). A cúrcuma, por exemplo, possui efeitos antioxidantes 

e antiinflamatórios, e pode inibir o crescimento e metástase de células 

tumorais (CHEN et al. 2006, 2013), diminuir o número e tamanho de 

adenomas em pacientes com polipose adenomatosa familiar (CRUZ-

CORREA et al. 2006) e modular a metilação do DNA (LINK et al. 2013). 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado a importância do folato 

durante a carcinogênese colorretal, devido ao seu papel chave durante a 

metilação e síntese de nucleotídeos (MASON et al. 2008). Tem sido 

observado um aumento significativo na incidência de adenomas pré-

malignos em pacientes com ingestão alimentar e níveis séricos reduzidos de 
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folato. A explicação para esse processo é que baixos níveis de folato estão 

relacionados tanto a incorporação errônea de uracil ao DNA e quanto ao 

aumento da quebra de cromossomos, como o favorecimento da 

hipometilação do DNA (GIOVANNUCCI 2003). 

Entretanto, estudos epidemiológicos realizados com animais e citado 

por WEI et al. (2010), relataram associação nula ou positiva entre 

suplementação de folato e recorrência de adenomas. Tais contradições 

podem ser entendidos pelo duplo papel do ácido fólico na molécula de DNA. 

Em primeiro lugar a deficiência de ácido fólico na mucosa intestinal normal 

pode levar a instabilidade do DNA e incorporação do uracil na molécula de 

DNA, e, portanto, a ingestão alimentar adequada em folato poderia agir 

como um agente protetor contra a carcionogênese em neoplasias de cólon e 

reto. Entretanto, quando há uma lesão pré-neoplásica e, conseqüentemente, 

intensa divisão celular, a deficiência de folato poderia atuar como substrato 

para o crescimento e replicação tumoral, aumentando a chances da 

evolução da doença (WEI et al. 2010; LEE e CHAN 2011). 

 

1.4 FOLATO E NUTRIENTES ENVOLVIDOS NO CICLO DO 

CARBONO-1 

 

O termo folato, derivado do latim folium o qual significa folha, é 

utilizado para citar todas as formas de uma vitamina hidrossolúvel 

pertencente ao complexo B, também conhecida como pteroilglutamatos, 
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ácido fólico, ácido pteroilglutâmico, vitamina Bc, vitamina B9 ou vitamina M 

(LIMA et al. 2003; BRITO et al. 2012).  

Pteroilpoliglutamatos são moléculas formadas por ácido pteróico 

(PTE) ligadas a glutamatos. O PTE, principal componete dos folatos, é 

composto por um anel de pteridina bicíclico e pelo ácido para-

aminobenzóico. A partir dessa estrutura química existem diversas formas 

químicas de folatos diferenciando entre si de acordo ao número de resíduos 

de glutamato, ao estado de oxidação do anel de pterina e as ligações com 

unidades de carbono (BRITO et al. 2012). A maioria dessas moléculas 

intracelulares está na forma de pteroilpentapoliglutamato (BOLLHEIMER et 

al. 2005).  

O ácido pteroilglutâmico ou ácido fólico é a forma monoglutamil, 

totalmente oxidada, formado a partir da ligação do grupo carboxil terminal do 

PTE com uma única molécula de glutamato. Nesse ácido, o anel de pteridina 

não está na sua forma reduzida e, por esse motivo, possui maior resistência 

à oxidação química (SCOTT 1999). Devido a sua melhor estabilidade, o 

ácido fólico é a forma farmacêutica sintética utilizada em suplementos 

alimentares contendo folato e na fortificação de alimentos com folato 

(OHRVIK e WITTHOFT 2011). Apesar de ser a forma mais estável, nos 

alimentos, a forma de folato mais encontrada é como poliglutamatos, como 

por exemplo, o N5-formil-tetraidrofolato, N10-formil-tetraidrofolato, N5-

formimino-tetraidrofolato, N5,10-metenil-tetraidrofolato, N5,10-metileno-

tetraidrofolato e o N5-metil-tetraidrofolato (5-MTHF) (HAYASHI et al. 2007). 
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As moléculas de poliglutamatos, forma do folato presente nos 

alimentos, estão envolvidas na biossíntese de unidades de carbono, em 

eventos epigenéticos (LAANPERE et al. 2010; ROY et al. 2012; AMELIO et 

al. 2014) e na metilação da homocisteína em metionina (TALAULIKAR e 

ARULKUMARAN 2011; KARABACAK et al. 2014). 

Como citado anteriormente, a maior parte do folato dos alimentos está 

em sua forma reduzida, como 5, 6, 7, 8-tetraidrofolato (FH4), as quais são 

muito instáveis quimicamente e não conseguem ultrapassar a membrana 

celular (SCOTT 1999). Antes de serem absorvidos no terço proximal do 

intestino delgado, esses poliglutamatos são degradados em monoglutamatos 

através da enzima glutamato carboxipeptidase 2, retirando assim os 

resíduos de glutamato da molécula do FH4 (NAZKI et al. 2014). O transporte 

dos monoglutamatos até os enterócitos é realizado através do transportador 

de folato próton acoplado (PCFT) (HAYASHI et al. 2007; LAANPERE et al. 

2010).  

Entretanto, no interior dos enterócitos o folato é convertido, 

principalmente, em N5-metil-tetraidrofolato (5-MTHF), sendo esta a principal 

forma presente no plasma. Para a absorção celular é necessário a proteína 

carreadora de folato reduzido 1. Já no transporte transmembrana para o 

fígado e intestino é utilizado o PCFT. Alguns monoglutamatos são 

reconvertidos em poliglutamatos e utilizados em outras reações no 

organismo (NAZKI et al. 2014). Uma quantidade maior de folato vai até a bile 

onde é reabsorvida. Em menor quantidade, parte do folato é degradada e 

eliminada pela urina (SMITH et al. 2007). A maioria do folato tecidual estão 
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na forma de poliglutamato, porém cada estrutura química age de maneira 

específica no metabolismo intracelular (PIETRZIK et al. 2010). 

A forma FH4 é o subgrupo do folato mais importante já que é o 

principal transportador de carbono-1 no organismo. O FH4 pode ligar-se a 

unidades de carbono nas posições N5, N10 ou a ambos, gerando diferentes 

formas de folatos biologicamente ativos. Os diferentes compostos doadores 

de unidades de carbono incluem os grupos metil, metileno, metenil, formil ou 

formimino (BOLLHEIMER et al. 2005). A forma mais oxidada do FH4 é o N10-

formil-FH4 e a forma mais reduzida é o N5-metil-FH4, sendo que esta quando 

formada não pode ser reoxidada e por isso tende a se acumular na célula 

(SMITH et al. 2007). 

Os folatos participam como doadores e receptores de unidades de 

folato. A recepção dessas unidades pela molécula de FH4 ocorre durante o 

catabolismo e/ou interconversão de aminoácidos (BLANCQUAERT et al. 

2014).  

A principal reação enzimática de transferência do carbono em seres 

humanos ocorre durante a conversão reversível de serina em glicina. Nesse 

caso, o grupo de hidroximetil da molécula de serina é aceito pela molécula 

FH4, resultando em glicina e N5,10-metileno-tetrahidrofolato (5,10-MTHF). 

Esta molécula sofre ação da enzima 5,10 metilenotetrahidrofolato redutase 

(MTHFR) sendo convertido em 5-MTHF, forma de folato mais presente no 

plasma e substrato responsável pela conversão da homocisteína em 

metionina. A metionina é posteriormente metabolizada à S-
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adenosilmetionina (SAM), a qual será responsável pela metilação do DNA 

(SHARP e LITTLE 2004).  

Além disso, a estrutura química de 5,10-MTHF, juntamente com a 

vitamina B6, é utilizada para a metilação do componente desoxitimidina 

(dTMP) da molécula do ácido desoxirribonucleico (DNA), através da 

monofosfato de desoxiuridina (dUMP) (SELHUB 2002; FENECH 2012). A 

mólecula de dTMP, por sua vez, é essencial para a síntese de DNA. 

Segundo ULRICH et al. (2002), as células do cólon necessitam de altas 

taxas de síntese de DNA para a sua renovação celular. Além disso, o 

mecanismo de reparo do DNA é fundamental para a muscosa do cólon, 

sendo o status de metilação e a disponibilidade de nucleotídeos essenciais 

para esse processo (ULRICH et al. 2002).  

Outra reação que contribui na transferência de unidades de carbono à 

molécula de FH4 ocorre durante a degradação de histidina em glutamato. A 

desaminação da histidina produz a molécula de N-formiminoglutamato 

(FIGLU). A união do grupo formimino do FIGLU ao FH4 forma a molécula de 

N5-formimino- FH4 e libera o aminoácido glutamato (BOLLHEIMER et al. 

2005).  

A terceira forma de recepção de unidades de carbono pelo FH4 ocorre 

durante o catabolismo do aminoácido triptofano. A N-formil-quinurenina é 

formada durante a oxidação do triptofano, na via das quinureninas 

(BOLLHEIMER et al. 2005). O formato reage com o FH4 e forma N10-formil-

FH4, molécula esta que, posteriormente, fornecerá os carbonos 2 e 8 para 

biossíntese de purinas (SMITH et al. 2007; MACFARLANE et al. 2009).  
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Apesar da variação dos teores de folato nos alimentos, as hortaliças 

espinafre, brócolis, frutas cítricas, fígado e tomate são consideradas como 

alimentos fontes dessa vitamina (LIMA et al. 2003). Além disso,	no Brasil e 

nos países onde alguns alimentos são fortificados, estes são fontes 

importantes de ácido fólico (Agência Nacional de Vigilância Sanitária-

ANVISA 2002).  

Não apenas o folato mas outras vitaminas do complexo B, a colina, 

betaína e o álcool intereferem no ciclo do carbono-1 (BAILEY 2003). A 

vitamina B2, por exemplo, é uma vitamina hidrossolúvel, isolada pela 

primeira vez em 1879 no soro do leite. Engloba três compostos: riboflavina 

livre, flavina adenina dinucleotídeo (FAD) e flavina adenina mononucleotídeo 

(FMN) (POWERS 2003; FISCHER e BACHER 2011), sendo na forma de 

FAD a maior parte da vitamina B2 presente nos alimentos (KONINGS e 

Committee on Food Nutrition 2006). A riboflavina livre é composta por uma 

molécula de isoaloxazina com uma cadeia lateral de ribitol e está presente 

em pequena quantidade nos alimentos. Além disso, uma pequena parte 

pode ser encontrada como FMN nos alimentos (HOEY et al. 2009).  

Em relação ao metabolismo da vitamina B2, as moléculas de FAD e 

FMN que são ingeridas através da alimentação estão ligadas a proteínas e, 

no estômago, devido a presença de ácido ocorre a liberação dessas 

coenzimas (TEIXEIRA NETO e SILVA 2003). A ação das fosfatases não 

específicas presentes na membrana da borda em escova dos enterócitos 

permite a hidrólise das coenzimas em riboflavinas livres. Estas então são 

absorvidas, principalmente, no terço proximal do intestino delgado na forma 
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livre ou como pirofosfato. Dentro dos enterócitos a riboflavina livre é 

convertida, então, em FMN através da flavoquinase citosólica em uma 

reação de fosforilação dependente de adenosina trifosfato (ATP). 

Posteriormente, a FMN é convertida em FAD através da FAD sintetase. 

Após sua absorção a vitamina B2 chega ao fígado pelo sistema porta, 

podendo ser armazenda nesse local, ou no coração, rins ou baço. Sua 

excreção ocorre principalmente pelos rins na forma de riboflavina livre 

(POWERS 2003). 

Suas formas biologicamente ativas mais importantes são FAD e FMN. 

Estas são consideradas potentes antioxidantes, funcionando como 

carregadores de elétrons em várias reações redox essenciais para o 

funcionamento das células aeróbicas (POWERS 2003; ASHOORI e 

SAEDISOMEOLIA 2014). A vitamina B2, juntamente com a vitamina B12 e o 

folato, atua também na remetilação da homocisteína em metionina. Além 

disso, a molécula de FAD age como cofator da MTHFR e da piridoxina 

fosfato oxidase, sendo esta última responsável por converter a vitamina B6 

da dieta na sua forma ativa de piridoxal 5-fosfato (PLP) (HOEY et al. 2009). 

A riboflavina pode ser encontrada no leite e seus derivados, folhas verdes, 

ovos e carnes (TEIXEIRA NETO e SILVA 2003). 

A vitamina B6 pode ser encontrada no organismo com a forma de 

piridoxal, piridoxamina, piridoxina, PLP, piridoxamina 5-fosfato (PMP) e 

piridoxina 5-fosfato (PNP), podendo ser interconvertidas durante algumas 

reações enzimáticas no metabolismo humano (NATERA et al. 2012). 
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Para ser absorvida no lúmem intestinal, a vitamina B6 sofre hidrólise 

de suas formas fosforiladas através da fosfatase alcalina. Após o processo 

de absorção, a vitamina B6 pode ser fosforilada novamente, entretanto suas 

formas não fosforiladas são as mais encontradas fora da membrana 

intestinal. Ao chegar no fígado a enzima piridoxalquinase é responsável pela 

fosforilação das formas não fosforiladas. Já a enzima flavina 

mononucleotídeo oxidase converte as moléculas PNP e PMP em PLP. Além 

disso, a nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) e a FAD podem 

transformar o piridoxal em ácido 4-piridóxico (LEKLEM 2003; HELLMANN e 

MOONEY 2010). 

A vitamina B6 exerce múltiplas funções no organismo humano. A 

PLP, forma ativa dessa vitamina, por exemplo, funciona como cofator de 

enzimas que estão envolvidas no metabolismo de aminoácidos (TANAKA et 

al. 2005) e possui papel fundamental no metabolismo dos ácidos graxos 

poliinsaturados n-3 (MCNULTY et al. 2008).  

Além disso, como dito anteriormente, a metionina depois de formada 

é convertida em SAM, através da enzima metionina adenosiltranferase, a 

qual é um importante doador de metila. A S-adenosilhomocisteína (SAH), 

subproduto da SAM, é então hidrolisada em adenosina e homocisteína 

através da adenosilhomocisteína hidrolase (BLOM e SMULDERS 2011). A 

homocisteína pode seguir por duas vias metabólicas: remetilação e a 

transulfuração. Durante a remetilação, em todos os tecidos humanos, a 

metionina sintase dependente de vitamina B12, utiliza a 5-MTHF como 

doador do grupamento metil, e a converte em metionina. Outra via de 
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remetilação, que ocorre no fígado, é através da betaína. Já durante a 

transulfuração, a molécula de homocisteína reage com a serina, de forma 

irreversível, através da cistationa-β-sintase dependente da vitamina B6, e é 

produzida a cistationa. Esta molécula por sua vez, através da cistationina-γ-

liase, é hidrolisada em cisteína e α-cetobutirato (HOFFER 2004; BLOM e 

SMULDERS 2011). Esta, quando em excesso pode ser oxidada em taurina e 

sulfatos inorgânicos, ou ser excretada na urina (SELHUB 1999; PERLA-

KAJÁN et al. 2007; SELHUB 2008). As principais fontes de vitamina B6 são 

o levedo de trigo, fígado bovino, carne de porco, banana, espinafre e 

tubérculos (TEIXEIRA NETO e SILVA 2003). 

Outra vitamina importante no cilco do carbono-1 é a cobalamina, ou 

vitamina B12. É hidrossolúvel e composta por um anel tetrapirrólico com 

uma molécula de cobalto no centro. Além disso, possui um ligante inferior 

5,6-dimetilbenzimidazol e um grupo ribofuranosil-fosfato (SCOTT 1999).  

Nos alimentos, a cobalamina encontra-se ligada a proteínas. Ao 

chegar ao estômago o ácido clorídrico, produzido pelas células parietais, age 

hidrolizando essa ligação. As vitaminas livres, ainda no estômago, são 

acopladas às haptocorrinas formando um complexo para a não 

desnaturação química (HERRMANN et al. 2003). A lise desse complexo 

ocorre através da ação de proteases pancreáticas no intestino delgado. 

Após esse processo, a vitamina B12 liga-se ao fator intrínseco, molécula 

produzida pelas células parietais no estômago, permitindo assim a não 

degradação da vitamina através das enzimas proteolíticas no intestino e a 

ligação da vitamina à receptores específicos nos enterócitos do íleo terminal 
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para a sua posterior absorção (AFMAN et al. 2001). Após a absorção, a 

cobalamina é ligada e transportada pelas transcobalaminas na corrente 

sanguínea e estocada no fígado (SMITH et al. 2007). 

Muitas são as funções das diferentes formas da vitamina B12. A 

enzima metionina sintase dependente de cobalamina está envolvida na 

metilação da homocisteína para a produção de metionina (MCNULTY et al. 

2008; GRUBER et al. 2011). A cobalamina também possui papel 

fundamental na isomerização de L-metilmalonil-CoA para succinil-CoA, 

através da enzima metilmalonil-coA mutase que é dependente da 5´-

deoxiadenosilcobalamina. Essa forma química de vitamina B12 é 

caracterizada pela presença de S-deoxiadenosina ligada a molécula de 

cobalto. Outras duas formas enzimáticas existem na natureza, a 

hidroxocobalamina, na qual uma molécula hidroxil se liga ao cobalto, e a 

aquocobalamina que possui a água agregada ao cobalto (SCOTT 1999). 

No soro a forma mais encontrada é a metilcobalamina, e no citosol a 

5´-deoxiadenosilcobalamina (KLEE 2000). Nos suplementos alimentares e 

nos alimentos fortificados a vitamina B12 encontra-se como 

cianocobalamina, sendo esta caracterizada por uma molécula de cianeto 

ligado ao cobalto (SCOTT 1999). A vitamina B12 não é produzida no 

organismo e por isso deve ser ingerida através da alimentação, em 

alimentos como a carne vermelha, rins bovinos, fígado, ovos, peixes, leite e 

derivados (TEIXEIRA NETO e SILVA 2003). 

As aminas quartenárias, colina e betaína, estão envolvidas no 

metabolismo lipídico e no ciclo do carbono-1 depedente de folato, sendo 
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consaideradas como importantes doadores de grupos metil. A colina é 

encontrada no organismo na forma de fosfolipídeo, sendo que, em tecidos 

mamários, 95% estão como fosfatidilcolina e, os demais 5% como 

acetilcolina, fosfocolina, glicerofosfocolina e citidina 5-difosfocolina (UELAND 

2011). A fosfatidilcolina é sintetizada a partir da molécula de 

fosfatidiletanolamina através da ação da fosfatidiletanolamina N-

metiltransferase e consome três moléculas de SAM. Como resultado, para 

cada molécula de fosfatidilcolina formada geram-se três moléculas de SAH. 

Desse modo, a síntese de fosfatidilcolina exerce um papel fundamental nas 

reações de transmetilação dependentes de SAM e, consequentemente, na 

geração de homocisteína (HOLLENBECK 2012; SALVI e GADDA 2013).  

No rim e no fígado, a molécula de colina é oxidada em betaína 

aldeído através da enzima colina desidrogenase. Na mitocôndria ou no 

citoplasma, a segunda etapa do metabolismo ocorre quando a betaína 

aldeído é oxidada em betaína pela enzima betaína aldeído desidrogenase. 

Uma das funções da betaína é agir como doador de metil na reação da 

conversão de homocisteína em metionina a qual é catalisada pela betaína 

homocisteína metiltransferase (UELAND et al. 2005).  

A remetilação da homocisteína também é catalisada pela metionina 

sintetase a qual requer a doação do grupo metil da molécula de 5-MTHF e a 

vitamina B12 como cofator. Durante a privação de colina diminui-se a 

quantidade de betaína e, consequentemente, é necessária uma quantidade 

maior de folato devido ao aumento na utilização de 5-MTHF na remetilação 

da homocisteína. Do mesmo modo, quando há uma privação de folato, 
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aumentam-se as necessidades de colina já que são utilizados em maior 

quantidade os grupos metil da colina e da betaína (OLTHOF e VEROEF 

2005; UELAND 2011). 

Vários trabalhos tem demostrado uma associação positiva entre a 

ingestão de álcool e o CCR (PELUCCHI et al. 2011; CHO et al. 2012; KIM et 

al. 2012; ZHAO et al. 2012; CROUS-BOU et al. 2013; STONE et al. 2014). 

Múltiplos mecanismos podem estar envolvidos nesse processo. 

Primeiramente, o etanol pode ser um importante antagonista do folato, 

interferindo no metabolismo do carbono-1, diminuindo sua absorção e 

aumentando sua excreção (SEITZ et al. 1990; KIM et al. 2012). Em segundo 

lugar, o etanol interfere diretamente no metabolismo da vitamina B6 

(TEIXEIRA NETO e SILVA 2003) e na metilação normal do DNA (CHOI et al. 

1999; BOFFETTA e HASHIVE et al. 2006; SEITZ e STICKEL 2007). Além 

disso, sabe-se que o etanol metabolizado pelo sistema citocromo P450 leva 

à produção de acetaldeído, o qual é considerado um agente mutagênico, e 

de espécies reativas de oxigênio (STONE et al. 2014). 

Após a ingestão de bebida alcóolica, o etanol é absorvido, 

principalmente, na mucosa gástrica e na porção proximal do intestino 

delgado (CRABB et al. 2004). Uma pequena quantidade do etanol é 

excretada e o restante é oxidado no fígado, onde essa substância é 

convertida em acetaldeído com a ação da enzima álcool desidrogenase. 

Usualmente, ainda no fígado, a enzima aldeído desidrogenase (ALDH) faz a 

conversão rapidamente do acetaldeído em acetato e água, que por sua vez 

serão eliminados através de várias reações enzimáticas sequenciais 
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(BRENNAN et al. 2004). Entretanto, algumas situações são capazes de 

promover o acúmulo de acetaldeído, como por exemplo, a baixa atividade 

enzimática da ALDH, particularmente de sua variante ALDH2 com 

consequente menor oxidação do acetaldeído, e, acúmulo desse metabólito, 

o qual está envolvido na quebra da molécula de DNA e na indução da 

carcinogênese (LI et al. 2011).  

A quantidade de álcool necessária para causar um aumento no risco 

para as neoplasias colorretais também tem sido alvo de alguns estudos. 

CHO et al. (2012) demonstraram em seu estudo que a ingestão elevada de 

álcool, principalmente acima de 30 gramas (g) por dia, estava associada 

com o aumento no risco relativo de 2.8 para CCR, sendo que essa relação 

aumentava quando havia alguém na família com esse mesmo tumor (CHO 

et al. 2012). Uma meta-análise envolvendo 27 estudos de coorte e 34 casos 

controle mostrou uma elevação no risco para CCR em indivíduos com 

ingestão moderada de álcool (12,6 a 49,9 g/dia) e alta ingestão de álcool 

(maior de 50 g/dia) quando comparado com pessoas que não ingeriam 

bebida alcóolica (ZHAO et al. 2012). 

Segundo alguns trabalhos, a população oriental possui uma maior 

prevalência na variante de ALDH2, com consequente acumulação moléculas 

de acetaldeídos (MIZOUE et al. 2006; OZE et al. 2009). Um trabalho 

realizado com 8 estudos de coorte em 5 países e com ocidentais 

demonstrou um aumento de 20% no risco de desenvolvimento de CCR em 

indivíduos que consumiam 45 g/dia de álcool (CHO et al. 2004). Em 

contrapartida, outros 3 estudos realizados com a população oriental indicou 
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um risco bem superior aos encontrados nos estudos com indivíduos 

ocidentais, sendo o risco relativo de 2.7 (SHIMIZU et al. 2003), 2.1 (OTANI 

et al. 2003) e 2.4 (WAKAI et al. 2006) para o consumo de 37, 47 e 69 g/dia 

de álcool, respectivamente.  

 

1.5 POLIMORFISMOS NO GENE MTHFR E METILAÇÃO DO DNA 

 

A MTHFR, enzima chave para o metabolismo do carbono-1, é 

essencial para a redução da molécula de 5,10-MTHF em 5-MTHF, sendo 

esta responsável pela remetilação da homocistéina em metionina, que, por 

sua vez, é precursora da molécula SAM (MOLLOY et al. 2009; ZHU et al. 

2014). Sabe-se que a SAM exerce um papel fundamental na doação do 

grupamento metil em 80% das reações celulares, permitindo assim a 

metilação do DNA (SHARP e LITTLE 2004). Considerando que a enzima 

MTHFR participa das vias metabólicas de degradação da homocisteína, que 

por sua vez é metabolizada a SAM, mutações no gene dessa enzima tem 

sido alvo de muitos estudos. Alterações genéticas no gene MTHFR resultam 

na expressão de uma enzima termolábil de baixa atividade (MOLLOY et al. 

2009; TRIMMER 2013). 

A enzima MTHFR é uma flavoproteína codificada pelo gene MTHFR, 

o qual está localizado no cromossomo 1 (1p-36.3), e é responsável pela 

metilação do DNA. Os dois polimorfismos mais estudados são MTHFR 

C677T e A1298C e estão associados com a diminuição na atividade da 

enzima MTHFR (FABRIS et al. 2009).  
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O polimorfismo MTHFR 677C>T (rs1801133), localizado no éxon 4, 

altera o aminoácido na posição 222 de alanina para valina (MTHFR 

p.A222V), devido a substituição de uma citosina por uma timina no 

nucleotídeo 677 (MEI et al. 2012). Acredita-se que indivíduos homozigotos 

677TT, têm apenas 25% da atividade da enzima MTHFR (MEI et al. 2012). 

Já indivíduos heterozigotos para o polimorfismo (CT) têm uma diminuição de 

60% da atividade da enzima MTHFR quando comparados aos indivíduos 

sem mutação (CC) (NAZKI et al. 2014).  

Como resultado, os estudos avaliando este polimorfismo mostram a 

possibilidade de redução nos níveis séricos de folato (5-MTHFR) com 

consequente aumento da homocisteína plasmática, hipometilação do DNA e 

aumento do risco para o CCR (HEAVEY et al. 2004; MEI et al. 2012). Por 

outro lado, indivíduos homozigotos (CC) ou heterozigotos mutados (CT) 

podem apresentar níveis aumentados de 5,10 MTHFR, favorecimento da 

síntese e reparo da molécula de DNA, menor incorporação errônea de 

uracila no DNA e quebra do mesmo, evitando assim o aparecimento de 

tumores (LITTLE et al. 2003). Um recente estudo realizado por ZACHO et al. 

(2011) mostrou um efeito protetor para o CCR em indivíduos homozigotos 

para 677TT (ZACHO et al. 2011). FERNÁNDEZ-PERALTA et al. (2010) 

também concluiu em seu trabalho que os genótipos TT e CT do MTHFR 

C677T são menos frequentes entre pacientes com CCR em relação a um 

grupo controle (FERNÁNDEZ-PERALTA et al. 2010). 

Um segundo polimorfismo comum da MTHFR, o 1298A>C 

(rs1801121), está localizado no éxon 7. Neste caso a adenina é substituída 



25 

por uma citosina no nucleotídeo 1298, resultando na troca do aminoácido na 

posição 429 de glutamato para alanina (MTHFR p.E429A) (GHODKE et al. 

2011; TRIMMER 2013). Trabalhos revelam que indivíduos homozigotos para 

o alelo 1298C também têm diminuição na atividade da enzima MTHFR, 

porém tal redução não implica em uma diminuição nos níveis de 

homocisteína (BRUSTOLIN et al. 2010; TRIMMER 2013).  

A epigenética é definida como alterações herdadas na expressão de 

genes, porém sem alterar a sequência de bases do DNA, podendo ser 

reversível, ao contrário das alterações genéticas. Os mecanismos 

epigenéticos mais estudados são: metilação do DNA, modificações de 

histonas e ação de ácidos ribonucléicos (RNAs) não codificadores 

(GHAVIFEKR FAKHR et al. 2013; SARKAR et al. 2013). Evidências recentes 

têm apontado para a participação de alterações epigenéticas na gênese de 

neoplasias. A metilação do DNA é essencial para a regulação da expressão 

de genes no organismo. Um padrão aberrante na metilação do DNA, por 

exemplo, pode levar a uma instabilidade genômica e alterar a transcrição do 

gene, contribuindo assim para o desenvolvimento de várias neoplasias 

(YANG et al. 2010; GHAVIFEKR FAKHR et al. 2013). Segundo SILVA et al. 

(2013), durante a carcinogênese colorretal há uma associação entre a 

hipometilação global do DNA com hipermetilação em  regiões promotoras de 

genes específicos que agem na regulação do ciclo celular, reparação do 

DNA, apoptose, angiogênese e aderência celular (SILVA et al. 2013; JIA e 

GUO 2013). 
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A molécula de SAM é essencial para as reações de metilação do 

DNA, já que é um importante doador de grupo metil. A metilação do DNA 

está relacionada, geralmente, ao silenciamento de genes e consiste na 

adição covalente de um grupo metil ao carbono na posição 5 do anel de 

pirimidina do nucleotídeo citosina do DNA, que geralmente precede a uma 

guanina (dinucleotídeos CG) (HUGHES et al. 2012), resultando na formação 

da 5-metilcitosina, forma metilada da citosina. Para essa reação é essencial 

a ação das enzima DNA metiltrasferases (DNMTs) (SUBRAMANIAM et al. 

2014). 

Como dito anteriormente, a metilação do DNA é essencial para a 

regulação gênica. Entretanto, anormalidades do tipo hipometilação ou 

hipermetilação, são importantes na gênese de tumores e são encontradas 

frequentemente na presença de células neoplásicas (KULIS e ESTELLER 

2010; OLIVEIRA et al. 2010; WANG et al. 2014).  

O folato e outras vitaminas do complexo B vêm sido apontados como 

papel chave no ciclo do carbono-1, já que são nutrientes essenciais para 

síntese de DNA e de SAM. A molécula de SAM, por sua vez, é um 

importante doador de grupamento metil necessário nas reações de 

metilação do DNA. Portanto, deficiências dessas vitaminas podem contribuir 

para alterações nos níveis de SAM e na metilação do DNA. Entretanto, 

alguns estudos recentes mostram que essas vitaminas agem como um 

importante substrato para a progressão tumoral quando já há uma lesão pré-

neoplásica estabelecida. Desta forma, este trabalho se justifica pela 

necessidade do conhecimento acerca do consumo alimentar desses 
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nutrientes em pacientes com adenocarcinoma colorretal pré-tratamento, bem 

como verificar se esses nutrientes influenciam na metilação global do DNA, 

na presença ou não de polimorfismos importantes do gene chave para o 

metabolismo do folato. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a associação de folato e vitaminas envolvidas no ciclo do 

carbono-1 com polimorfismos no gene MTHFR e metilação global do DNA 

em pacientes com câncer colorretal. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Comparar os valores plasmáticos de folato com a ingestão dietética 

de folato; 

 Verificar possíveis associações entre os níveis séricos de folato com 

os demais nutrientes envolvidos no ciclo do carbono-1; 

 Averiguar a associação entre polimorfismos no gene MTHFR com as 

características sociodemográficas e clínicas dos pacientes; 

 Averiguar a associação entre polimorfismos no gene MTHFR com as 

os valores de folato sérico; 

 Avaliar se há diferença entre os níveis de metilação global do DNA no 

sangue e tumor; 

 Verificar possíveis associações entre a metilação global do DNA com 

demais variáveis sóciodemográficas e clínicas; 
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 Determinar se polimorfismos no gene MTHFR interferem a metilação 

global do DNA; 

 Avaliar se a ingestão dietética de folato e de vitaminas envolvidas no 

ciclo do carbono-1 interfere na metilação global de DNA; 

 Avaliar se os níveis séricos de folato interferem na metilação global de 

DNA; 

 Verificar quais variáveis são preditoras da metilação global do DNA. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 DESENHO DO ESTUDO 

 

Trata-se de um estudo observacional de corte transversal com coleta 

prospectiva de dados. 

 

3.2 CASUÍSTICA 

 

A população do presente estudo foi composta pelos pacientes que 

participaram do estudo de mestrado da aluna, a qual foi recrutada 

consecutivamente, a partir da admissão de casos novos de pacientes 

diagnosticados com adenocarcinoma de cólon e reto no Núcleo de Tumores 

Colorretais A.C. Camargo Cancer Center, no período de maio de 2011 à 

maio de 2012 (FERRARI 2012). 

 

3.2.1 Critérios de Inclusão 

 Pacientes portadores de adenocarcinoma de cólon ou reto, admitidos 

no Departamento de Cirurgia Pélvica - Núcleo de Tumores Colorretais do 

A.C. Camargo Cancer Center, em qualquer estádio da doença, com 

indicação de intervenção cirúrgica sobre o sítio primário. 
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3.2.2 Critérios de Exclusão 

 Pacientes previamente submetidos à cirurgia, radioterapia e/ou 

quimioterapia para tumor colorretal; com tumores de cólon ou reto 

recidivado; que tenha feito tratamento prévio com quimioterapia para outra 

neoplasia nos últimos 3 meses da coleta dos dados; que durante a entrevista 

não apresentaram condições clínicas e/ou compreensão durante o 

preenchimento dos questionários ou que não aceitaram e não assinaram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

 

3.2.3 Fluxo dos Pacientes 

A coleta de dados foi realizada durante o mestrado da aluna. Baseado 

no fluxo de casos novos de pacientes atendidos no Serviço de Cirurgia 

Pélvica do A.C. Camargo Cancer Center, os pacientes admitidos no hospital, 

após diagnóstico confirmado de adenocarcinoma colorretal em consulta 

médica e que preenchiam os critérios de inclusão do estudo foram 

convidados a responder um questionário de Avaliação Clínica (Anexo 1) e 

um Questionário de Frequência Alimentar (QFA) (Anexo 2). A Figura 1 

mostra o fluxograma dos pacientes. 
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Figura 1 - Fluxograma dos pacientes em pré-tratamento por 
adenocarcinoma colorretal inlcuídos no estudo. 
 

3.3 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Fundação Antonio Prudente, sob o nº 1861/14 (Anexo 3). 

 

Questionário de 
avaliação clínica: 195 

pacientes

Avaliação dietética: 189 
pacientes

156 pacientes com 
avaliação de folato sérico 

+ avaliação dietética

123 pacientes foram 
avaliados quanto a 

metilação no sangue e 
111 quanto a metilação 

no tumor

Coleta de sangue: 161 
pacientes

161 pacientes com 
avaliação de folato sérico

128 pacientes com 
avaliação do 

polimorfismo no gene 
MTHFR

108 pacientes com 
avaliação do 

polimorfismo + folato 
sérico

123 pacientes foram 
avaliados quanto a 

metilação no sangue e 
102 quanto a metilação 

no tumor



33 

3.4 AVALIAÇÃO CLÍNICA 

 

 O questionário de Avaliação Clínica (Anexo 1) abrangeu questões 

sociodemográficas, história pessoal e familiar de câncer, patologias 

associadas, hábitos de estilo de vida e ingestão de suplementos de ácido 

fólico. Para o estadiamento clínico-patológico foi utilizado Cancer Staging 

Manual publicado pela American Joint Committee on Cancer (AJCC) (EDGE 

et al. 2010). No total, 195 pacientes responderam o questionário de 

avaliação clínica. 

 

3.5 AVALIAÇÃO DIETÉTICA 

 

 Foi realizada a avaliação do consumo habitual de álcool, folato, 

vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, colina, betaína, metionina, energia, 

carboidrato, proteína e lipídeo utilizando um QFA específico para pacientes 

com câncer colorretal (LAMEZA 2010). O QFA foi aplicado pela própria 

pesquisadora e possui 110 itens alimentares os quais foram elaborados 

baseados no consumo habitual de residentes do município de São Paulo e 

validados para pacientes com tumores colorretais.   

 Durante o preenchimento do QFA era questionado ao paciente a 

frequência de consumo de cada alimento no último ano (de 1 a 10 vezes por 

dia, semana, mês ou ano) e o tamanho da porção (pequena, média ou 

grande). Para a tabulação dos dados, a porção selecionada de cada 

alimento foi multiplicada pela frequência de consumo e dividida pelo número 
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de dias (1, 7, 30 ou 365 dias). Logo após, esses valores foram convertidos 

em valores de energia e nutrientes através do software Nutrition Data 

System for Research-NDSR (Nutrition Coordinating Center - NCC 2007) o 

qual utiliza dados da tabela norte-americana do Departamento de Agricultura 

dos Estados Unidos (United States Department of Agriculture-USDA 2011). 

 Em relação ao consumo de folato foram calculados, separadamente, 

o consumo de: 

a) Folato natural 

 Folato presente naturalmente nos alimentos. 

 

b) Folato sintético da dieta 

Os valores de folato sintético da dieta foram corrigidos considerando a 

fortificação mandatória de farinhas de trigo e milho (150 µg de ácido 

fólico/100 g de farinha) (ANVISA 2002). Além disso, foram consideradas as 

diferenças na quantidade de adição de ácido fólico nos alimentos fortificados 

no Brasil, de 150 µg/100 g de farinha, e dos Estados Unidos da América 

(EUA), de 140 µg/100 g de farinha. 

Folato sintético da dieta (µg) = (150/140) x Quantidade de folato sintético   

presente no alimento fortificado em µg 

 

c) Folato sintético do suplemento 

Ácido fólico ingerido através de suplementação nutricional.  

 

d) Equivalente dietético de folato da dieta (DFE dieta)  
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 Calculado de acordo com a diferença da biodisponibilidade do folato 

presente naturalmente nos alimentos e o ácido fólico fortificado nos 

alimentos (1 µg de folato sintético = 1,7 µg de folato) (SUITOR e BAILEY 

2000). 

DFE dieta (µg) = Quantidade de folato natural presente nos alimentos em µg 

+ (1,7 x Quantidade de folato sintético da dieta em µg) 

 

e) Equivalente dietético de folato do suplemento (DFE suplemento)  

 Considerou-se que a cada 1 µg de ácido fólico como suplemento, com 

o estômago vazio, oferece 2.0 µg de DFE (Dietary Reference Intakes - DRI 

1998). 

DFE suplemento (µg) = Quantidade de folato sintético do suplemento em µg 

x 2  

 

f) Equivalente dietético de folato total (DFE total)  

 Obtido a partir da soma do DFE da dieta e DFE do suplemento. 

 

 Dos 195 pacientes que responderam a avaliação clínica, 189 

participaram da avaliação dietética, sendo que 169 apresentavam a ingestão 

de folato provenientes apenas da dieta e 20 pacientes utilizavam 

suplementos com ácido fólico. 
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3.6 DETERMINAÇÃO DO FOLATO SÉRICO 

 

Para a avaliação do folato sérico foi coletado 10 ml de sangue dos 

pacientes em 4 horas de jejum por punção venosa e no pré-operatório. Para 

os pacientes candidatos a tratamento neoadjuvante, foram colhidas 

amostras de sangue periférico antes da radioquimioterapia.  

A obtenção do soro foi obtida por método de centrifugação sendo a 

técnica de imunoensaio enzimático competitivo utilizada para análise da 

concentração sérica de ácido fólico (PUFULETE et al. 2003). 161 pacientes 

realizaram o exame de ácido fólico sérico. 

 

3.7 AVALIAÇÃO DO POLIMORFISMO DO GENE MTHFR 

 

As amostras de DNA foram obtidas a partir de sangue periférico e o 

DNA foi extraído a partir de 8 ml de sangue total (4 ml em cada tubo com  

EDTA) usando o QIAamp DNA Blood Mini QIAcube Kit seguindo as 

instruções do fabricante. Estes procedimentos foram realizados pelo Banco 

de Macromoléculas do A.C. Camargo Cancer Center. 

Para avaliação dos polimorfismos C677T e A1298C no gene MTHFR, 

as amostras coletadas foram submetidas ao sequenciamento direto (Método 

de Sanger). O DNA foi amplificado em uma reação contendo 1X GoTaq 

Green Master Mix (Promega, USA), 0,25 µM de cada iniciador (primer) e 25 

ng de DNA genômico, em um volume final de 20 μl. As condições da PCR 

foram: desnaturação a 95°C por 2 minutos, seguidos de 40 ciclos de 20 
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segundos a 95°C, 30 segundos a  60°C e 1 minuto a 72°C, seguido de 

extensão final de 72°C por 7 minutos. Os primers utilizados para a reação de 

amplificação e sequenciamento de cada polimorfismo estão descritos no 

Quadro 1. 

 

Quadro 1 - Primers utilizados para avaliação dos polimorfismos C677T e 
A1298C. 
 

Polim. dbSNP Éxon Primer forward (5’-3’) Primer reverse (5’-3’) 
Tam 
(pb) 

C677T* rs1801133 4 
TGAAGGAGAAGGTGT

CTGCGGGA 
AGGACGGTGCGGTGA

GAGTG 
198 

A1298C rs1801131 7 
GGCAATTCCTCTTCCC

CTG 
CTTACCCTTCTCCCTT

TGCC 
322 

Polim. - Polimorfismo 
dbSNP - dbSNP database: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ 
Tam - Tamanho do fragmento amplificado 
pb = Pares de base 
*Para a amplificação do polimorfismo C677T foram utilizados os primers descritos por Frosst 
et al.1995. 
 

Os produtos amplificados foram verificados em gel de agarose 1% 

corado com Sybr Safe (Invitrogen). Para reação de sequenciamento direto, 

alíquotas de 5,0 μL dos produtos de PCR foram purificadas com 

exonuclease I e fosfatase alcalina na proporção de 5 μl de PCR para 1μl de 

ExoSAP-IT (USB Corporation). A reação foi incubada por 30 minutos a 37ºC, 

seguida da inativação das enzimas a 80ºC por 15 minutos, conforme 

protocolo recomendado pelo fabricante. 

As reações de sequenciamento foram realizadas com 2,5 μl do 

produto de PCR purificado, 1 μl de BigDye® Terminator v3.1 (Applied 

Biosystems), 1,5 μl de tampão e 0,25 µM de cada iniciador específico em um 

volume final de 10 μl. As reações de sequenciamento foram realizadas 
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segundo a seguinte ciclagem: 1 ciclo inicial de desnaturação a 95°C por 2 

minutos, seguido por 40 ciclos de amplificação (95°C por 18 segundos, 55°C 

por 18 segundos, 60°C por 4 minutos). A precipitação da reação de 

sequenciamento foi realizada com metodologia baseada em etanol. As 

amostras foram ressupendidas em 13 μl de formamida, desnaturadas a 95°C 

por 5 minutos e imediatamente acondicionadas em gelo por 3 minutos. O 

sequenciamento foi realizado no equipamento ABI3130XL (Applied 

Biosystems). 

As sequências resultantes foram analisadas pelo software CLC Bio e 

comparadas com a sequência do gene MTHFR. 

 

3.8 AVALIAÇÃO DA METILAÇÃO GLOBAL DO DNA 

 

A metilação global do DNA genômico tumoral e sanguíneo foi avaliada 

utilizando um teste imunoenzimático (Elisa) para a detecção de anticorpos 

de citosinas metiladas presentes em determinada amostra. O DNA genômico 

foi quantificado utilizando Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies). 

200 ng de DNA genômico foram utilizados para a reação de quantificação de 

metilação utilizando o Kit Imprint® Methylated DNA Quantification Kit (MDQ1-

96RXN – Sigma), seguindo as instruções do fabricante. Resumidamente, 

foram realizadas as etapas de ligação do DNA à superfície da placa, seguida 

de múltiplas etapas de lavagem e ligação dos anticorpos de captura e de 

detecção. Após a reação colorimétrica, a quantidade de DNA metilado 

presente na amostra é medida pela absorbância (450 nm) de cada amostra 
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em um espectrofotômetro de placa (SpectraMax M5 Multi-Mode Microplate 

Reader). 

Em cada placa de reação foi realizada uma curva padrão utilizando 

cinco diluições de um DNA metilado controle fornecido no kit (100 ng, 50 ng, 

25 ng, 12,5 ng e 6,25 ng do DNA controle). As amostras dos pacientes foram 

avaliadas em duplicata, e a média do valor de absorbância de cada duplicata 

foi utilizado para calcular a quantidade de metilação relativa ao DNA 

metilado controle, através de um cálculo de regressão linear (considerando 

as cinco diluições do controle como 100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25% 

metiladas). 

 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi feita através do software Statistical Analysis 

System-SAS versão 9.3 (Statistical Analysis System - SAS 2013). O nível de 

significância considerado nas análises foi de 5%. 

 Para a estatística descritiva das variáveis sexo, cor, grau de 

escolaridade, localização do tumor e estadiamento clínico-patológico foram 

calculadas frequências absolutas e relativas. Já na descrição dos nutrientes 

provinientes do QFA, foram calculadas a média, mediana, desvio-padrão, 

valores máximos e mínimos. 

 Foi aplicado o teste de Shapiro Wilk para o teste de normalidade dos 

dados. O Teste de Spearman foi utilizado para verificar a correlação entre o 

folato sérico e as variáveis dietéticas. Para essa análise foram incluídos 156 
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pacientes com apenas dieta e 20 pacientes que ingeriam suplementação de 

ácido fólico. Para as análises que incluiram a avaliação de DFE_dieta, 

DFE_total, vitamina B2, vitamina B6, metionina, colina, betaína e álcool, 

esses nutrientes foram dividos em tercis (1º, 2 º e 3º tercil). 

 Na estatística descritiva dos polimorfismos do gene MTHFR foi 

realizada as frequências genotípicas e alélicas das variáveis C677T e 

A1298C.  

 A idade foi categorizada para a análise estatística inferencial, sendo o 

ponto de corte considerado igual ao valor de sua mediana, ou seja, de 61 

anos. A cor foi dividida em amarela, branca e parda/negra. O grau de 

escolaridade foi agrupado em 3 grupos: até ensino fundamental completo, 

ensino médio/superior incompleto e superior completo/ Pós-graduação. Em 

relação ao estadiamento clínico-patológico, os pacientes foram agrupados 

em 2 grupos: estadiamentos I e II, III e IV. Os polimorfismos do gene MTHFR 

também foram agrupados em genótipos. Para o polimorfismo C677T foram 

considerados os homozigotos selvagens (CC) e os homozigotos mutados + 

heterozigotos (TT + CT). Já para o polimorfismo A1298C foram 

considerados os homozigotos selvagens (AA) e os homozigotos mutados + 

heterozigotos (CC + AC). O Teste Exato de Fischer e o Teste Qui-Quadrado 

foram empregados para a comparação dos polimorfismos C677T e A1298C 

de acordo com as variávies sociodemográficas e clínicas. Além disso, os 

polimorfismos também foram divididos em genótipos. Já para avaliar a 

relação entre os polimorfismos e os níveis plasmáticos de folato foram 

utilizados os testes Anova e Teste T. 
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 Em relação a metilação global do DNA, foram avaliados os níveis de 

metilação presente no sangue e no tumor dos pacientes. Foram calculadas a 

média, mediana, desvio-padrão, valores máximos, mínimos e realizado o 

Teste T Pareado para definir o nível de semelhança ou diferença entre as 

duas variáveis. Para a associação da metilação do DNA com as variavéis 

idade, localização do tumor, estadiamento clínico-patológico e 

suplementação foi utilizado o Teste T Student. Já para a associação com a 

cor, grau de escolaridade, polimorfismos, DFE_dieta, DFE_total, vitamina 

B2, vitamina B6, metionina, colina, betaína e álcool foi utilizado o Teste de 

ANOVA. Antes de aplicar cada Teste T verificou-se o teste de variâncias. 

Além disso, caso enncontrado diferença significativa entre tratamentos, foi 

utilizado o Teste de Tukey permite testar qualquer contraste entre duas 

médias. O Teste de Pearson foi aplicado para avaliar a associação entre 

folato sérico e metilação global do DNA. Ademais, foi realizado uma análise 

de covariância com DFE_dieta, estadiamento e folato sérico para investigar 

a influências dessas variáveis na metilação global do DNA. 
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4 RESULTADOS 

 

 

 Foram incluídos 189 pacientes no presente estudo. A mediana da 

idade foi de 61 anos (IQ25-75%: 59.79 – 63.58 anos). Em relação à 

escolaridade dos pacientes a maioria (38.10%) tinham ensino superior 

completo ou pós-graduação. Além disso, identificou-se a predominância da 

cor branca (71.43%) seguida da cor amarela e cor parda ou negra. No atual 

trabalho, a maioria dos pacientes tinham tumores de cólon e estavam no 

estadiamento clínico-patológico estadiamentos I e II (Tabela 1).  

No que se refere à dieta, a Tabela 2 apresenta os valores das médias, 

desvios-padrão, valores mínimo e máximo dos nutrientes provenientes do 

QFA. Dos 189 pacientes analisados, 169 (89.42%) pacientes apresentavam 

ingestão de folato apenas através da dieta e 20 (10.58%) pacientes ingeriam 

folato também através de suplementos dietéticos.  
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Tabela 1 - Distribuição de pacientes em pré-tratamento por adenocarcinoma 
colorretal segundo as características sociodemográficas e clínicas. 
 

Características sociodemográficas  

e clínicas 

Frequência absoluta 

(n) 

Frequência relativa 

(%) 

Sexo   

Feminino  93 49.21 

Masculino 96 50.79 

   

Cor   

Amarela 35 18.52 

Branca 135 71.43 

Parda/Negra 19 10.05 

   

Grau de escolaridade   

Até ensino fundamental completo 62 32.80 

Ensino médio/Superior incompleto 55 29.10 

Superior completo/ Pós-graduação  72 38.10 

   

Localização do tumor   

Cólon 125 66.14 

Reto 64 33.86 

   

Estadiamento clínico-patológico   

Não avaliável 3 1.59 

I e II 97 51.32 

III e IV 89 47.09 

Total 189 100 
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Tabela 2 - Média, DP, mínimo e máximo de nutrientes provenientes do QFA 
de pacientes em pré-tratamento por adenocarcinoma colorretal. 
 

Nutrientes 

QFA (n= 189) 
Média DP Mínimo Máximo 

Energia (Kcal) 3144.58 1119.22 1120.72 6312.25 

Gordura (g) 103.35 40.29 38.48 242.95 

Carboidrato (g) 434.48 208.84 69.28 1280.54 

Proteína (g) 122.31 50.06 50.29 304.53 

Álcool (g) 8.41 21.90 0 214.99 

Vitamina B2 (mg) 2.46 0.89 0.78 5.46 

Vitamina B6 (mg) 2.95 1.70 0.78 12.28 

Vitamina B12 (µg) 7.75 3.90 1.38 22.14 

Metionina (g) 2.71 1.22 1.02 7.22 

Folato natural (µg) 376.18 167.80 95.59 1075.83 

Folato sintético (µg) 146.61 90.52 10.77 549.99 

DFE dieta1 (µg) 625.43 257.29 116.26 1584.56 

Colina (mg) 449.85 184.52 178.73 1140.15 

Betaína (mg) 255.58 198.69 23.98 1692.13 

QFA - Questionário de frequência alimentar 
DP - Desvio-padrão 
DFE - Equivalente Dietético de Folato 
1DFE dieta = folato natural + 1.7 x (folato sintético da dieta) 

 

Para avaliar a correlação entre os valores de ingestão de folato e 

nutrientes envolvidos no ciclo do carbono-1 foi utilizado o teste de correlação 

de Spearman (Tabela 3). Observa-se uma correlação moderada e 

significativa entre a ingestão de DFE total e os níveis de folato sérico 

(p=0.03). Não houve correlação entre a dosagem de folato sérico com os 

demais nutrientes. 
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Tabela 3 - Coeficiente de correlação de Spearman (rho) do folato sérico com 
as variáveis dietéticas de pacientes em pré-tratamento por adenocarcinoma 
colorretal. 
 

Folato sérico (ng/ml) 

 n rho p 

DFE dieta1 (µg)  156 0.00 0.96 

DFE total 2 (µg) 20 0.51 0.03* 

Vitamina B2 (mg) 156 0.10 0.17 

Vitamina B6 (mg) 156 0.06 0.42 

Vitamina B12 (µg) 156 -0.05 0.46 

Metionina (g) 156 -0.04 0.57 

Colina (mg) 156 0.00 0.95 

Betaína (mg) 156 -0.02 0.71 

Álcool (g) 156 -0.12 0.12 

DFE - Equivalente Dietético de Folato 
1DFE dieta = folato natural + 1.7 x (folato sintético da dieta) 

2DFE total = DFE dieta + DFE suplemento  
* p<0.05  

 

A Tabela 4 apresenta a frequência genotípica e alélica dos pacientes 

segundo os polimorfismos no gene MTHFR. Para o polimorfismo C677T, as 

frequências do genótipo homozigoto C e do heterozigoto foram iguais. Já 

18.75% dos pacientes eram do genótipo homozigoto T. Em relação ao 

polimorfismo A1298C, a maioria dos pacientes possuía genótipo homozigoto 

A (61.72%), e 6.25% tinham genótipo homozigoto C.  

As Figuras 2 e 3 apresentam, como exemplo, um cromatrograma de 

um paciente heterozigoto para a mutação CT e AC, respectivamente. 
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Figura 2 - Cromatrograma de um paciente heterozigoto para a mutação 
(CT), localizado no éxon 4, com alteração do aminoácido na posição 222 de 
alanina para valina (MTHFR p.A222V). 
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Figura 3 - Cromatrograma de um paciente heterozigoto para a mutação 
(AC), localizado no éxon 7, com alteração do aminoácido na posição 429 de 
glutamato para alanina (MTHFR p.E429A). 
 

Os polimorfismos do gene MTHFR (C677T e A1298C) não foram 

associados significativamente com as variáveis sociodemográficas e clínicas 

dos pacientes (Tabelas 5 e 6). Nas Tabelas 7 e 8 é possível verificar que 

não houve diferença significativa entre os níveis séricos de folato em relação 

aos diferentes genótipos dos polimorfismos no gene MTHFR. 
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Tabela 4 - Frequência genotípica e alélica dos pacientes em pré-tratamento 
por adenocarcinoma colorretal segundo os polimorfismos no gene MTHFR. 
 

Polimorfismos no 

gene MTHFR 
 n % 

C677T 

Frequência 

genotípica 

CC 52 40.63 

CT 52 40.63 

TT 24 18.75 

Frequência alélica 
C  60.94 

T  39.06 

A1298C 

Frequência 

genotípica 

AA 79 61.72 

AC 41 32.03 

CC 8 6.25 

Frequência alélica 
A  77.73 

C  22.27 

MTHFR – Metilenotetrahidrofolato redutase 
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Tabela 5 - Teste exato de Fisher para comparação entre a prevalência dos polimorfismos do gene MTHFR (C677T e 
A1298C) em pacientes pré-tratamento por adenocarcinoma colorretal segundo características sociodemográficas e 
clínicas. 
 
  C677T A1298C 

  n Total 

n (%) 
p 

n Total 

n (%) 
p 

  CC CT TT AA AC CC

Idade 
< 61 anos 21 24 9 54 (43.20%)

0.64
35 16 3 54 (43.20%) 

0.91 
>= 61 anos 30 26 15 71 (56.80%) 43 23 5 71 (56.80%) 

Cor 

Amarela 9 10 5 24 (19.20%)

0.88

19 4 1 24 (19.20%) 

0.32 Branca 36 34 18 88 (70.40%) 50 31 7 88 (70.40%) 

Parda/Negra 6 6 1 13 (10.40%) 9 4 0 13 (10.40%) 

Grau de escolaridade 

Até ensino fundamental completo 17 15 11 43 (34.40%)

0.26

26 14 3 43 (34.40%) 

0.89 Ensino médio/Superior incompleto 19 13 4 36 (28.80%) 21 12 3 36 (28.80%) 

Superior completo/Pós-graduação 15 22 9 46 (36.80%) 31 13 2 46 (36.80%) 

Localização do tumor 
Cólon 38 39 17 94 (75.20%)

0.76
58 29 7 94 (75.20%) 

0.88 
Reto 13 11 7 31 (24.80%) 20 10 1 31 (24.80%) 

Estadiamento clínico-patológico 
I e II 24 30 14 68 (54.40%)

0.41
46 17 5 68 (54.40%) 

0.26 
III e IV 27 20 10 57 (45.60%) 32 22 3 57 (45.60%) 
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Tabela 6 - Teste Qui-Quadrado para comparação entre a prevalência dos polimorfismos do gene MTHFR agrupados em 
genótipos homozigoto selvagem e homozigoto mutado+heterozigoto em pacientes pré-tratamento por adenocarcinoma 
colorretal segundo características sociodemográficas e clínicas. 
 

  C677T A1298C 

  n 
Total n (%) p 

n 
Total n (%) p 

  CC TT+CT AA CC+AC

Idade 
< 61 anos 21 33 54 (43.20%)

0.70
35 19 54 (43.20%)

0.62 
>= 61 anos 30 41 71 (56,80%) 43 28 71 (56,80%)

Cor 

Amarela 9 15 24 (19.20%)

0.87

19 5 24 (19.20%)

0.11 Branca 36 52 88 (70.40%) 50 38 88 (70.40%)

Parda/Negra 6 7 13 (10.40%) 9 4 13 (10.40%)

Grau de escolaridade 

Até ensino fundamental completo 17 26 43 (34.40%)

0.17

26 17 43 (34.40%)

0.66 Ensino médio/Superior incompleto 19 17 36 (28.80%) 21 15 36 (28.80%)

Superior completo/Pós-graduação 15 31 46 (36.80%) 31 15 46 (36.80%)

Localização do tumor 
Cólon 38 56 94 (75.20%)

0.88
58 36 94 (75.20%)

0.77 
Reto 13 18 31 (24.80%) 20 11 31 (24.80%)

Estadiamento clínico-patológico
I e II 24 44 68 (54.40%)

0.17
46 22 68 (54.40%)

0.18 
III e IV 27 30 57 (45.60%) 32 25 57 (45.60%)
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Tabela 7 - Teste de Anova para comparação dos níveis séricos de folato de 
acordo com os polimorfismos do gene MTHFR (C677T e A1298C) em 
pacientes pré-tratamento por adenocarcinoma colorretal segundo 
características sociodemográficas e clínicas. 
 
Polimorfismos no gene MTHFR Folato sérico 

 n Média (DP) p 

Polimorfismos C677T   

CC 45 13.31 (±6.05) 

0.27 CT 43 11.82 (±5.92) 

TT 20 10.97 (±5.76) 

Polimorfismos A1298C  

AA 70 12.17 (±5.81) 

0.96 AC 31 12.45 (±6.39) 

CC 7 12.59 (±6.44) 

MTHFR – Metilenotetrahidrofolato redutase 
DP – Desvio-padrão 

 

Tabela 8 - Teste T para comparação dos níveis séricos de folato de acordo 
com os polimorfismos do gene MTHFR (C677T e A1298C) agrupados em 
genótipos homozigoto selvagem e homozigoto mutado+heterozigoto em 
pacientes pré-tratamento por adenocarcinoma colorretal segundo 
características sociodemográficas e clínicas. 
 
Polimorfismos no gene MTHFR Folato sérico 

 n Média (DP) p 

Polimorfismos C677T   

CC 45 13.31 (±6.05) 
0.13 

TT + CT 63 11.55 (±5.83) 

Polimorfismos A1298C  

AA 70 12.17 (±5.18) 
0.80 

CC + AC 38 12.48 (±6.31) 

MTHFR – Metilenotetrahidrofolato redutase 
DP – Desvio-padrão 
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Em relação à metilação global do DNA, a Tabela 9 apresenta os 

valores das médias, desvios-padrão, valores mínimo e máximo. A média dos 

níveis de metilação do DNA encontrada nos tumores foi significativamente 

maior do que a média dos níveis de metilação no sangue (p=0.00). 

 

Tabela 9 - Média, DP, mínimo e máximo dos níveis de metilação global do 
DNA no tumor e sangue dos pacientes em pré-tratamento por 
adenocarcinoma colorretal. 
 
Metilação global do DNA n Média DP Mínimo Máximo p 

Tumor (%) 111 51.87 24.21 21.25 147.35 
0.00* 

Sangue (%) 123 27.06 19.00 8.28 182.92 

DP - Desvio-padrão 
* p<0.05  

 

A Tabela 10 apresenta a associação entre as variáveis 

sociodemográficas com a metilação global do DNA no tumor e no sangue 

dos pacientes. Nota-se que os pacientes com idade igual ou superior a 61 

anos apresentavam níveis de metilação global do DNA no tumor maior 

quando comparados aos indivíduos com idade menor que 61 anos (p=0.01).  
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Tabela 10 - Associação entre os níveis de metilação global do DNA com as 
variáveis sociodemográficas dos pacientes em pré-tratamento por 
adenocarcinoma colorretal. 
 

Variáveis sociodemográficas 
Metilação global do DNA 

no tumor (%) 

Metilação global do DNA

no sangue (%) 

 n Média (DP) p n Média (DP) p 

Idade 111   123   

< 61 anos 49 46.05 (±17.00) 
0.01*

52 28.20 (±23.63) 
0.59

>= 61 anos 62 56.47 (±27.95) 71 26.23 (±14.86) 

Cor 111   123   

Amarela 21 61.72 (±32.83) 

0.10

24 27.34 (±11.16) 

0.35Branca 79 50.02 (±21.54) 86 28.06 (±21.72) 

Parda/Negra 11 46.35 (±20.021) 13 19.90 (±5.18) 

Grau de escolaridade 111   123   

Até ensino fundamental completo 39 51.84 (±23.23) 

0.81

43 24.38 (±9.71) 

0.47Ensino médio/Superior incompleto 33 49.88 (±19.29) 34 27.39 (±18.75) 

Superior completo/Pós-graduação 46 29.33 (±24.92) 39 53.59 (±28.94) 

DP - Desvio-padrão 
* p<0.05  

 

Em relação às variáveis clínicas, os pacientes com estadiamento 

clínico-patológico mais avançado apresentaram níveis significativamente 

maiores de metilação global no sangue em relação aos pacientes com 

estadiamento I ou II (p=0.01) (Tabela 11). Também foi verificado se a 

associação conjunta entre o polimorfismo no gene MTHFR C677T e A1298C 

interferia na metilação do DNA, porém não foi encontrada uma associação 

significativa. Entretanto, na avaliação do polimorfismo A1298C, quando 

comparados os genótipos homozigoto selvagem (AA) versus homozigoto 

mutado + heterozigoto (CC + AC), os pacientes com genótipos homozigoto 

selvagem apresentaram maiores níveis estatisticamente significativos de 
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metilação global do DNA no tumor em relação aos pacientes homozigoto 

mutado + heterozigoto (p=0.04). 

 

Tabela 11 - Associação entre os níveis de metilação global do DNA com as 
variáveis clínicas dos pacientes em pré-tratamento por adenocarcinoma 
colorretal. 
 

Variáveis clínicas 
Metilação global do DNA

no tumor (%) 

Metilação global do DNA

no sangue (%) 

 n Média (DP) p n Média (DP) p 

Localização do tumor 111  123  

Cólon 83 53.12 (±23.55)
0.35

92 25.60 (±13.23) 
0.30

Reto 28 48.16 (±26.18) 31 31.39 (±30.20) 

Estadiamento clínico-patológico 111   123   

I e II 58 50.15 (±23.49)
0.43

68 23.29 (±8.17) 
0.01*

III e IV 53 53.76 (±25.07) 55 31.73 (±26.32) 

Polimorfismos C677T  102   123   

CC 43 53.77 (±25.21)

0.84

50 27.21 (±16.15) 

0.91CT 42 51.53 (±24.35) 49 27.61 (±24.57) 

TT 17 55.28 (±25.60) 24 25.62 (±9.84) 

Polimorfismos A1298C 102   123   

AA 62 56.72 (±27.42)

0.11

78 27.15 (±20.27) 

0.74AC 33 49.19 (±19.69) 37 27.92 (±18.26) 

CC 7 39.44 (±11.41) 8 22.19 (±5.34) 

Polimorfismos C677T  102   123   

CCa 43 53.77 (25.21) 
0.81

50 27.21 (±16.15) 
0.94

TT + CTb 59 52.61 (24.55) 73 26.96 (±20.84) 

Polimorfismos A1298C 102   123   

AAa 62 56.72 (27.42) 
0.04*

78 27.15 (±20.27) 
0.94

CC + ACb 40 47.48 (18.77) 45 26.90 (±16.80) 

DP – Desvio-padrão 
a Homozigoto selvagem 
b Homozigoto mutado+heterozigoto 
* p<0.05  
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As Tabelas 12 e 13 descrevem os valores mínimos e máximos de 

ingestão dietética dos pacientes em pré-tratamento por adenocarcinoma 

colorretal que foram avaliados segundo a metilação global do DNA no tumor 

e no sangue, respectivamente. Não foi observada associação significativa 

entre essas variáveis e a metilação global do DNA (Tabelas 14 e 15). 

Entretanto, quando avaliada a correlação entre folato sérico e metilação do 

DNA, foi observada uma correlação fraca, porém significativa positiva entre 

os níveis plasmáticos de folato com a metilação global do DNA no sangue 

(rho= 0.20 e p=0.03) (Tabela 16). 

 

Tabela 12 – Valores mínimos e máximos de ingestão dietética dos pacientes 
em pré-tratamento por adenocarcinoma colorretal que foram avaliados 
segundo a metilação global do DNA no tumor. 
 

Variáveis dietéticas 1º tercil 2º tercil 3º tercil 

Mínimo Máximo Mínimo Máximo Mínimo Máximo 

DFE dieta1 (µg) 116.26 487.38 495.09 654.20 663.72 1584.56 

DFE_total2 (µg) 569.46 831.99 837.44 8368.21 8396.01 20382.30 

Álcool (g) 0.00 0.13 0.14 3.69 4.03 122.71 

Metionina (g) 1.16 2.00 2.02 2.93 2.97 7.22 

Vitamina B2 (mg) 0.78 1.99 2.00 2.84 2.89 5.46 

Vitamina B6 (mg) 0.78 2.10 2.23 2.99 3.04 12.28 

Vitamina B12 (µg) 1.56 5.65 5.70 8.33 8.51 22.14 

Colina (mg) 180.49 351.03 354.65 484.39 491.02 999.53 

Betaína (mg) 23.98 159.95 163.29 271.48 277.08 1692.13 
1DFE dieta = folato natural + 1.7 x (folato sintético da dieta) 
2DFE total = DFE dieta + DFE suplemento  
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Tabela 13 - Valores mínimos e máximos de ingestão dietética dos pacientes 
em pré-tratamento por adenocarcinoma colorretal que foram avaliados 
segundo a metilação global do DNA no sangue. 
 

Variáveis dietéticas 1º tercil 2º tercil 3º tercil 

Mínimo Máximo Mínimo Máximo Mínimo Máximo 

DFE dieta1 (µg) 116.26 487.38 495.09 654.20 673.37 1584.56 

DFE_total2 (µg) 569.46 831.99 837.44 8368.21 8396.01 20382.30

Álcool (g) 0.00 0.13 0.15 3.69 4.03 122.71 

Metionina (g) 1.16 2.00 2.02 2.93 2.97 7.22 

Vitamina B2 (mg) 0.78 1.97 2.00 2.83 2.84 5.46 

Vitamina B6 (mg) 0.78 2.19 2.23 2.99 3.04 12.28 

Vitamina B12 (µg) 1.56 5.67 5.70 8.33 8.51 22.14 

Colina (mg) 180.49 351.03 354.65 486.35 489.53 1037.25 

Betaína (mg) 23.98 159.95 164.49 271.48 283.22 1692.13 
1DFE dieta = folato natural + 1.7 x (folato sintético da dieta) 
2DFE total = DFE dieta + DFE suplemento  
 
Tabela 14 - Associação entre os níveis de metilação global do DNA com a 
ingestão dietética de folato, álcool e metionina dos pacientes em pré-
tratamento por adenocarcinoma colorretal. 
 

Variáveis dietéticas 
(folato, álcool e metionina) 

Metilação global do DNA
no tumor (%) 

Metilação global do DNA
no sangue (%) 

 n Média (DP) p n Média (DP) p 
Suplementação 111   123   

Não 99 52.02 (±24.60) 
0.85 

111 27.13 (±19.89) 
0.81

Sim 12 50.68 (±21.65) 12 26.47 (±6.97) 
DFE dieta1 111   123   

1º tercil 35 49.82 (±22.36) 
0.26 

44 32.29 (±28.96) 
0.062º tercil 40 56.83 (±26.41) 40 24.86 (±9.08) 

3º tercil 36 48.36 (±23.11) 39 23.42 (±8.68) 
DFE_total2 12   12   

1º tercil 1 34.22 
0.71 

1 25.44 
0.342º tercil 5 49.44 (±13.25) 5 30.03 (±7.54) 

3º tercil 6 54.46 (±28.61) 6 23.67 (±6.24) 
Álcool 111   123   

1º tercil 36 51.81 (±22.65) 
0.96 

37 24.67 (±8.42) 
0.642º tercil 41 52.54 (±25.46) 46 27.65 (±25.55) 

3º tercil 34 51.13 (±24.97) 40 28.59 (±17.90) 
Metionina 111   123   

1º tercil 34 54.89 (±25.90) 

0.65 

38 31.59 (±30.76) 

0.152º tercil 38 51.43 (±26.22) 45 26.49 (±9.80) 

3º tercil 39 49.67 (±20.79) 40 23.40 (±9.48) 

DP – Desvio-padrão 
DFE - Equivalente Dietético de Folato 
1DFE dieta = folato natural + 1.7 x (folato sintético da dieta) 
2DFE total = DFE dieta + DFE suplemento  
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Tabela 15 - Associação entre os níveis de metilação global do DNA com a 
ingestão dietética de nutrientes envolvidos no ciclo do carbono-1 dos 
pacientes em pré-tratamento por adenocarcinoma colorretal. 
 

Variáveis dietéticas 
Metilação global do DNA

no tumor (%) 

Metilação global do DNA

no sangue (%) 

 n Média (DP) p n Média (DP) p 

Vitamina B2 111   123   

1º tercil 36 52.42 (±24.25)

0.43

41 28.70 (±17.73) 

0.522º tercil 33 55.66 (±24.32) 38 28.31 (±27.14) 

3º tercil 42 48.42 (±24.19) 44 24.46 (±9.35) 

Vitamina B6 111   123   

1º tercil 30 53.60 (±29.67)

0.84

40 31.03 (±30.04) 

0.132º tercil 41 50.26 (±19.86) 44 27.51 (±10.60) 

3º tercil 40 52.23 (±24.27) 39 22.48 (±8.23) 

Vitamina B12 111   123   

1º tercil 36 53.49  (±26.52)

0.77

41 27.34 (±17.52) 

0.502º tercil 37 52.58 (±24.21) 42 29.30 (±26.01) 

3º tercil 38 49.65 (±22.35) 40 24.42 (±9.55) 

Colina 111   123   

1º tercil 35 52.02 (±24.86)

0.68

40 32.70 (±29.83) 

0.072º tercil 39 54.19 (±25.69) 44 23.80 (±8.81) 

3º tercil 37 49.29 (±22.32) 39 24.96 (±10.39) 

Betaína 111   123   

1º tercil 37 49.99 (±18.42)

0.83

46 29.07 (±24.89) 

0.282º tercil 36 53.24 (±27.85) 40 28.56 (±18.11) 

3º tercil 38 52.41 (±25.95) 37 22.94 (±8.34) 

DP – Desvio-padrão 
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Tabela 16 - Correlação entre os níveis de metilação global do DNA com os 
valores plasmáticos de folato dos pacientes em pré-tratamento por 
adenocarcinoma colorretal. 
 
Metilação global do DNA Folato sérico 

  

No tumor  

Rho 0.12 

P 0.23 

  

No sangue  

Rho 0.20 

P 0.03* 

* p<0.05  

 

Para a avaliação das variáveis preditoras da metilação do DNA foi 

realizado uma análise de covariância, conforme a Tabela 17. Nota-se que a 

associação entre a ingestão dietética de folato, folato sérico e estadiamento 

do tumor foram preditoras da metilação global do DNA no sangue dos 

pacientes. 
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Tabela 17 - Modelo de covariância e significância das variáveis preditoras da 
metilação global do DNA dos pacientes em pré-tratamento por 
adenocarcinoma colorretal. 
 

Metilação Global do DNA p 

No tumor  

Modelo (DFE_dieta + folato sérico + estadiamento do tumor) 0.37 

DFE_dieta 0.41 

Estadiamento do tumor 

Folato sérico 

0.39 

0.24 

  

No sangue  

Modelo (DFE_dieta + folato sérico + estadiamento do tumor) 0.01* 

DFE_dieta 0.15 

Estadiamento do tumor 

Folato sérico 

0.03* 

0.02* 

DFE - Equivalente Dietético de Folato 
1DFE dieta = folato natural + 1.7 x (folato sintético da dieta) 

* p<0.05  
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5 DISCUSSÃO 

 

 

 O CCR esporádico é consequência da acumulação de alterações 

genéticas e epigenéticas que induzem a conversão de células colônicas 

normais em adenocarcinoma (SILVA et al. 2013). Por ser uma vitamina 

envolvida em múltiplos processos bioquímicos, o folato vem sido estudado 

como um importante modulador da carcinogênese (KINGSLEY 2010; 

PROTIVA et al. 2011; ZIEGLER 2012). O ácido fólico é um nutriente 

essencial para o ciclo do carbono-1, que por vez participa da síntese de 

nucleotídeos e de reações de metilação no organismo humano 

(TOMASZEWSKI et al. 2014). No presente trabalho a ingestão de folato foi 

avaliada separadamente, sendo considerados os valores provenientes da 

dieta (DFE dieta), provenientes da suplementação através da fortificação e 

suplementos (DFE suplemento) e o folato proveniente da dieta somado ao 

suplemento (DFE total). Além disso, para a avaliação do status de folato 

foram considerados os valores de folato sérico, a fim de minimizar as 

possíveis falhas do QFA (KAAKS et al. 2002).  

 Em relação ao ácido fólico dietético, STEVENS et al. (2011), enfocam 

a importância de avaliar a ingestão do DFE total, já que este engloba as 

diferentes fontes de folato. De fato, no atual estudo foi encontrada uma 

correlação positiva entre o DFE total e o folato sérico, o que não aconteceu 

com as demais variáveis do folato (DFE dieta e DFE suplemento). Além da 

avaliação do status de folato, foi investigada a ingestão de vitamina B2, 
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vitamina B6, vitamina B12, colina, betaína e álcool, partindo do pressuposto 

que estes nutrientes também fazem parte das inúmeras reações bioquímicas 

envolvidas no ciclo do carbono-1. Entretanto, quando avaliada a correlação 

do folato sérico com esses nutrientes não foram encontradas diferenças 

significativas.  

Juntamente com os nutrientes envolvidos no ciclo do carbono-1 a 

enzima MTHFR possui um papel importante durante a síntese, reparo e 

metilação do DNA, podendo promover alterações nos níveis de folato 

circulante (FERNÁNDEZ-PERALTA et al. 2010). A MTHFR é responsável 

pela redução do 5,10-MTHFR a 5-MTHF. Esta molécula, por sua vez, é 

necessária para a produção de metionina e S-adenosilmetionina, principal 

doador do grupamento metil para o DNA e essencial para a síntese de DNA. 

Desse modo, um polimorfismo na enzima MTHFH pode levar a uma 

diminuição de sua atividade e, consequentemente, uma elevação nos níveis 

de 5,10-MTHFR (BAILEY 2003).  

Apesar que contorversos, alguns trabalhos mostram a ação dos 

polimorfismos da MTHFR na sobrevida de pacientes com CCR. AFZAL et al. 

(2009) em seu estudo analisou  331 pacientes que fizeram quimioterapia 

com 5-fluorouracil após a ressecção do tumor e não encontrou associação 

entre polimorfismos no gene MTHFR e sobrevida dos pacientes (ALZAL et 

al. 2009). Entretanto, um estudo realizado por FERNÁNDEZ-PERALTA et al. 

(2010), mostrou que indivíduos com CCR portadores do alelo MTHFR 677T 

têm um aumento da sensibilidade ao tratamento com 5-fluorouracil e melhor 

sobrevida após a quimioterapia quando comparados com pacientes com o 
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genótipo homozigoto CC (FERNÁNDEZ-PERALTA et al. 2010). Segundo 

JANG et al. (2014), o status de folato do organismo pode ter influenciado nos 

diferentes resultados encontrados nos estudos. 

No atual trabalho, o percentual de indivíduos carreadores do genótipo 

677TT foi de 18.75% e do genótipo 1298CC de 6.25%. NARAYANAN et al. 

(2004) realizou um estudo com 199 indivíduos na Escócias e encontrou 

frequências dos genótipos homozigotos 677TT menores do que as do 

presente trabalho. As frequências do polimorfismo C677T para o genótipo 

CC, CT e TT foi de 45.2%, 42.2% e 12.6%, respectivamente. Já para o 

polimorfismo A1298C para o genótipo AA, AC e CC foram de 46.7%, 38,7% 

e 14.6%, respectivamente (NARAYANAN et al. 2004). Um estudo realizado 

no Brasil com 106 amostras de CCR também encontrou um percentual 

menor de pacientes com genótipo TT, contabilizando um total de 14% dos 

indivíduos (CLARIZIA et al. 2006). Para o polimorfismo no gene MTHFR 

C677T, a frequência do alelo T de 39.06% do presente trabalho foi maior do 

que estudos que não foram realizados com neoplasias, como trabalhos 

feitos no Brasil (CUNHA et al. 2002; PEREZ et al. 2003; ALÉSSIO et al. 

2004; BARBOSA et al. 2008) e em estudos realizados fora do país 

(CHANGO et al. 2000; RUSSO et al. 2003; FILLON-EMERY et al. 2004).  

Não foi encontrado associação entre os polimorfismos e os níveis de 

folato sérico neste trabalho. HANKS et al. (2013), avaliando pacientes sem 

neoplasias colorretais também não encontrou associação entre o folato 

sérico e o polimorfismo MTHFR. Alguns trabalhos porém, mostram que este 
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tipo de polimorfismo pode reduzir os níveis séricos de folato (5-MTHFR) 

(HEAVEY et al. 2004; MEI et al. 2012). 

 A metilação do DNA é um evento epigenético importante para a 

expressão genética, manutenção e integridade do DNA (CHOI e MASON 

2002; KIM 2004a; ULRICH e POTTER 2006). Em nosso estudo encontramos 

um percentual de metilação global do DNA significativamente maior no tumor 

em relação àquela encontrada no sangue dos pacientes. Entretanto, não foi 

encontrado na literatura trabalhos que comparassem esse tipo de análise.  

 No presente trabalho, em relação à idade dos pacientes aqueles com 

idade superior a 61 anos apresentavam níveis de metilação global no tumor 

maior que os pacientes com idade inferior. Este dado, corrobora com o 

estudo de WALLACE et al. (2010), o qual avaliou 1000 biópsias de mucosa 

colorretal normal em 389 pacientes, encontrando um aumento da metilação 

nas “ilhas CpG” de acordo com o aumento da idade dos indivíduos 

(WALLACE et al. 2010). Diferentemente, BOLLATI et al. (2009), avaliou a 

metilação do DNA em 1097 amostras de sangue em 718 indivíduos 

saudáveis entre 55 e 92 anos e encontrou uma perda progressiva da 

metilação do DNA em elementos repetitivos ao longo do genoma (BOLLATI 

et al. 2009). 

 Em nosso estudo, o polimorfismo no gene MTHFR C677T não foi 

associados significativamente com a metilação do DNA. Diversamente, 

CASTRO et al. (2004), em seu trabalho com 96 indivíduos saudáveis, 

mostrou uma menor taxa de metilação nos indivíduos portadores de 

genótipo TT para o polimorfismo MTHFR C677T quando comparados aos 
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indivíduos com genótipo CC (CASTRO et al. 2004). Além disso, FRISO et al. 

(2002), encontrou que indivíduos com níveis menores de folato sérico e de 

genótipo TT tinham uma taxa de metilação menor do que aqueles com baixo 

folato sérico porém com genótipo CC.  

Alguns trabalhos afirmam que baixos níveis de folato associados ao 

polimorfismo do gene MTHFR C677T (genótipo TT) está associado com a 

hipometilação do DNA (KAUWELL et al. 2000; RAMPERSAUD et al. 2000; 

FRISO e CHOI 2002). NARAYANAN et al. (2004), em seu estudo não 

encontrou associação entre o polimorfismo MTHFR C677T e a metilação 

global do DNA, condizendo com nosso trabalho.  

Em relação ao polimorfismo MTHFR A1298C, os pacientes com 

genótipos homozigotos mutados associados aos heterozigotos (CC + AC) 

tiveram menores níveis de metilação global do DNA no tumor em relação 

aos pacientes com genótipos selvagens (AA). A associação foi fraca porém 

significativa. Segundo SHARP e LITTLE (2004), os genótipos CC e AC estão 

associados com a diminuição da enzima MTHFR em menor e maior grau, 

respctivamente, quando comparados com o genótipo homozigoto selvagem. 

De fato, alguns trabalhos mostram que esse polimorfismo pode diminuir a 

atividade da enzima MTHFR e levar a um estado de hipometilação do DNA 

(CHEN et al. 1996; OGINO e WILSON 2003; ZHAO et al. 2013).  

 Um dado que chamou a atenção foi a associação entre o 

estadiamento clínico-patológico com a metilação global do DNA no sangue, 

sendo que os pacientes com estadiamentos mais avançados tiveram 

maiores níveis de metilação global do DNA . Entretanto, não foi encontrado 
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na literatura trabalhos que avaliassem tal associação em pacientes pré-

tratamento por CCR. Por esse motivo, serão apresentadas apenas algumas 

hipóteses para esse achado. 

 Durante décadas o câncer foi atribuído apenas às causas genéticas. 

Entretanto, sabe-se que fatores epigenéticos podem interferir durante a 

oncogênese (SARKAR et al. 2013). O termo epigenética refere-se às 

mudanças herdáveis na expressão gênica, sem que haja alteração na 

sequência primária de DNA sendo fundamentais para a função celular 

normal (WOLFFE e GUSCHIN 2000). 

 A metilação do DNA é considerada o principal processo epigenético 

envolvido na regulação da expressão gênica. Dentre outras funções, esse 

evento epigenético atua na regulação gênica, no imprinting genômico e em 

modificações da cromatina (LUO et al. 2014). Consiste na adição de um 

radical metil no carbono 5 de citosina, geralmente seguida por guanina 

(dinucleotídeos CG), catalisada por enzimas DNMTs (HUGHES et al. 2012). 

A distribuição dos grupamentos CpG no genoma é assimétrica, e localizam-

se principalmente reunidos em “ilhas CpG” (regiões com alta concentração 

dos dinucleotídeos CG) (MOJARAD et al. 2013). Cerca de 4% do total de 

citosinas no DNA estão metilados, sendo que 67.7% das “ilhas CpGs” são 

metiladas (LISTER et al. 2009).  

 Estima-se que metade dos genes possuem “ilhas de CpG” em suas 

regiões promotoras, sendo que são nessas localidades que vários fatores 

transcricionais se acoplam iniciando assim a produção de RNA mensageiro 

(RNAm) a partir da sequência de DNA. Desse modo, alterações na região do 
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promotor podem inativar o gene. Já as regiões com poucos CpGs 

geralmente estão localizadas em porções intergênicas e intrônicas do 

genoma (SAXONOV et al. 2006). 

A metilação aberrante do DNA vem sendo estudada como uma 

importante alteração epigenética na neoplasia de cólon e reto. Responsável 

por uma série de modificações moleculares no DNA e na estrutura da 

cromatina, influencia em genes que promovem a iniciação e progressão 

tumoral (LUO et al. 2014; PEASE et al. 2013). 

Frequentemente, em células normais as regiões com CpGs 

distribuídas pelo genoma encontram-se metiladas e as “ilhas CpGs” 

hipometiladas. A região não metilada apresenta estrutura de cromatina 

aberta, e transcrição ativa para a regulação gênica (GRADY 2005; 

JOHNSON e BELSHAW 2008). Um exemplo é a região promotora do gene 

supressor de tumor, que se encontra hipometilada em células normais (JIA e 

GUO 2013).  

 Entretanto, durante o desenvolvimento tumoral, estudos apontam 

duas alterações epigenéticas importantes. Em primeiro lugar, a 

hipermetilação de regiões promotoras ricas em dinucleotídeos CG, 

conduzindo a um silenciamento de genes supressores de tumor 

(WORTHLEY et al. 2007; LAO e GRADY 2011; HUGHES et al. 2012; 

NAZEMALHOSSEINI MOJARAD et al. 2013). O mecanismo de 

silenciamento ocorre, possivelmente, devido a uma falha na ligação de 

fatores de transcrição e alterações na estrutura da cromatina, já que o DNA 

metilado recruta complexos de proteínas que promovem a deacetilação das 
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histonas levando a compactação da cromatina. Assim, a metilação do DNA 

reprime a transcrição pela inibição da ligação de fatores de transcrição e 

pelo recrutamento de proteínas que se ligam ao CpG metilado (LUO et al. 

2014). O silenciamento de genes supressores tumorais pode promover o 

início da carcinogênese e a progressão neoplásica através da inibição das 

vias apoptose e autofagia em células cancerígenas (MAEDA et al. 2006; 

MENÉNDEZ et al. 2012; SARKAR et al. 2013). 

Além disso, sabe-se que quando a molécula de citosina é metilada e 

convertida em 5-metilcitosina, esta por ser instável pode sofrer desaminação 

espontânea, sendo convertida em timina. Este tipo de mutação pontual (C-G 

para T-A) pode influenciar na função dos oncogenes ou dos genes 

supressores de tumor (MALFOY 2000).  

Em segundo lugar, é observado a hipometilação global do DNA, 

interferindo na estabilidade genômica, na reativação de elementos 

transponíveis e na perda dos padrões de imprinting gênico (PLASS e 

SOLOWAY 2002; EHRLICH 2002), contribuindo assim para o 

desenvolvimento tumoral (KULIS e ESTELLER 2010; BARCHITTA et al. 

2014; LUO et al. 2014).  

 Além desses mecanismos, alguns estudos sugerem que alterações 

nos mecanismos epigenéticos podem influenciar na transição epitélio-

mesenquimal, através do silenciamento de integrinas, e, consequentemente, 

na progressão tumoral (PARK et al. 2004; SARKAR et al. 2013). Sabe-se 

também, que os mecanismos epigenéticos podem interferir nos miRNA, os 
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quais estão envolvidos com o desenvolvimento e progressão tumoral 

(LUJAMBIO e ESTELLER 2009).  

 No presente estudo, os pacientes com estadiamento mais avançados 

apresentavam maiores níveis de metilação global do DNA quando 

comparados com pacientes em estadiamentos mais precoces. Já é bem 

estabelecido que a hipometilação global do DNA é característica frequente e 

precoce da carcinogênese, sendo elencado com o prognóstico de vários 

tipos de tumores (WIDSCHWENDTER et al. 2004; COPPEDÈ 2014). 

Entretanto, não foi encontrado trabalhos que avaliassem os níveis de 

metilação nos diferentes estadiamentos de câncer colorretal. WEI et al. 

(2002), avaliou a metilação global do DNA de 19 pacientes em 

estadiamentos III e IV com carcinoma de ovário. Como resultado, pacientes 

do grupo com hipermetilação global do DNA foram associados com pior 

prognóstico e recorrência após tratamento quimioterápico quando 

comparados com pacientes com menores níveis de metilação (p<0.001). O 

estudo sugere marcadores epigenéticos para predizer o resultado do 

tratamento em pacientes com câncer de ovário (WEI et al. 2002). Já Moore e 

colaboradores realizaram um trabalho caso-controle com câncer de bexiga e 

não encontraram diferença significativa entre a metilação global do DNA e 

estadiamento nos diferentes grupos de pacientes (MOORE et al. 2008).   

Desse modo, no início da tumorigênese, já é bem estabelecido a 

presença de hipometilação global do DNA que pode acarretar em 

instabilidade genômica. Entretanto, como encontrado no presente trabalho, 

em estadiamentos clínico-patológicos mais avançados, uma das possíveis 
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hipóteses seria a hipermetilação global do DNA, podendo ser a causa do 

estadiamento mais avançado ou a consequência do mesmo. Outro ponto 

importante se diz respeito à metodologia empregada para avaliação da 

metilação do DNA. Muitos trabalhos analisam a metilação global do DNA em 

elementos repetitivos tipo LINE-1, metodologia esta diferente da realizada no 

atual trabalho, o que pode ter influenciado nos resultados diferentes 

encontrados. 

O estadiamento clínico-patológico e os níveis séricos de folato foram 

variáveis preditoras desse evento epigenético. Entretanto, não foram 

encontrados outros trabalhos com pacientes em pré-tratamento por CCR 

que avaliassem essas variáveis como sendo preditoras da metilação global 

do DNA.  

A fortificação dos alimentos com ácido fólico foi implantada em vários 

países no mundo com o objetivo de prevenir defeitos do tubo neural 

embrionário e algumas patologias, como as neoplasias (PORCELLI et al. 

2011). No Brasil, desde 2004, é obrigatória a fortificação de 150 µg de ácido 

fólico em farinha de trigo e milho (ANVISA 2002). Já nos EUA e no Canadá, 

a fortificação obrigatória foi instituída em 1997 e 1998, respectivamente (U.S. 

Food and Drug Administration 1996). Após a fortificação obrigatória nos EUA 

e Canadá, observou-se um aumento significativo nos níveis de folato sérico 

circulante na população em geral (RAY 2004; PFEIFFER et al. 2005, 2007). 

 Apesar da ação protetora do ácido fólico contra o CCR 

(GIOVANNUCCI et al. 1998; JACOBS et al. 2001; KIM 2005), alguns 

trabalhos chamam atenção devido ao seu duplo papel, partindo do 
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pressuposto que a ingestão de folato, mediante uma lesão pré-neoplásica já 

estabelecida, pode acelerar o crescimento das células tumorais 

(GIOVANNUCCI 2002; ULRICH e POTTER 2006, 2007; MASON et al. 2007; 

KIM 2003, 2004b, 2006, 2007 e 2008; SMITH et al. 2008).  

 Algumas teorias tentam explicar o duplo papel do ácido fólico durante 

a carcinogênese colorretal. Em primeiro lugar é importante ressaltar que a 

ingestão adequada de folato é associada a inúmeros benefícios a saúde, as 

quais englobam a redução de defeitos do tubo neural, diminuição do risco de 

doenças cardiovasculares e câncer (ULRICH e POTTER 2006). Entretanto, 

em indivíduos sem lesão pré ou neoplásicas, a baixa ingestão de folato e os 

níveis diminuídos de folato sérico vêm sendo associados com o aumento do 

risco de tumores colorretais (AL-GHNANIEM et al. 2007). O mecanismo pelo 

qual a deficiência de folato pode levar ao CCR está relacionado à síntese de 

purinas e timidilato. Assim, níveis adequados são essenciais para a síntese, 

estabilidade, integridade e reparo adequado do DNA (KIM 2007; MIGHELI e 

MIGLIORE 2012). Além disso, a deficiência de folato também está associada 

a instabilidade cromossômica, mudanças na regulação da transcrição, a má 

incorporação do uracil ao DNA, e a hipometilação dessa molécula (BAILEY e 

GREGORY 1999; FENECH 2001; CHOI e MASON 2002; LAMPRECHT e 

LIPKIN 2003; CABELOF et al. 2004). 

Entretanto, em células com divisão celular intensa, o ácido fólico 

parece agir de maneira diferente. Em primeiro lugar, partindo do pressuposto 

de que lesões pré-neoplásicas ou em células neoplásicas possuem altas 

taxas de replicação e proliferação, altos níveis de folato poderiam favorecer 
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a síntese e replicação do DNA através da síntese de nucleotídeos (MIGHELI 

e MIGLIORE 2012). Desse modo, em células neoplásicas, a deficiência de 

ácido fólico poderia levar a uma alteração do seu metabolismo e da síntese 

de DNA, resultando assim na inibição do crescimento do tumor (SONG et al. 

2000a; CHOI e MASON 2002) e até a regressão do tumor (CHOI e MASON 

2002; KIM 2006).  

 KIM (2004c), analisando estudos em animais e observações clínicas, 

enfocou o duplo papel do folato na carcinogênse, mostrando que esse 

nutriente em doses acima do recomendado pode aumentar a progressão da 

doença quando já há uma pré-lesão. De fato, alguns autores chamam a 

atenção em seu trabalho, enfocando que a ingestão de folato acima da 

recomendação nutricional diária além de não diminuir o risco para o CCR, 

aumenta o risco de um indivíduo desenvolver esse tipo de tumor e, até 

mesmo, a recorrência de adenomas (BOLLHEIMER et al. 2005; 

FIGUEIREDO et al. 2008; LOGAN et al. 2008). A preocupação aumenta 

quando é lembrado a respeito da fortificação obrigatória de ácido fólico nos 

alimentos, ação esta a mais importante no campo da nutrição e saúde 

pública (ROSENBERG 2005).  

 Entretanto, WOLPIN et al. (2008) avaliou o folato sérico de 301 

pacientes com tumores colorretais, com o objetivo de verificar se esse 

nutriente influencia na progressão dessas neoplasias. Assim como no 

presente trabalho, os pacientes que consumiam uma maior quantidade de 

folato dietético e que ingeriam suplementos dietéticos regularmente 

apresentavam maiores níveis plasmáticos de ácido fólico. Neste trabalho, os 
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altos níveis séricos de folato não foram associados positivamente com a 

mortalidade geral ou específico do câncer colorretal (WOLPIN et al. 2008). 

 Ao contrário, um grande estudo multicêntrico com 1.021 indivíduos 

com adenomas colorretais ressecados, os quis foram randomizados para 

receber 1 mg de ácido fólico ou um placebo durante um período de 3 a 5 

anos, também mostrou um aumento na recorrência dos adenomas (COLE et 

al. 2007). A preocupação com o folato também ocorre durante o tratamento 

quimioterápico. Embora melhore a tolerância à toxicidade causada pelos 

agentes citotóxicos, evidências apontam que o ácido fólico pode alterar a 

eficiência dos quimioterápicos e, possivelmente, promover o aumento do 

tumor (PORCELLI et al. 2011). 

 Esses mecanismos também foram observados, por exemplo, quando 

em estudos com modelos animais, a deficiência de ácido fólico antes da 

presença de focos neoplásicos, aumentou o desenvolvimento e a 

progressão de adenomas, enquanto a suplementação com esse nutriente 

suprimiu o desenvolvimento e progressão desses adenomas. Porém, 

quando a intervenção com folato foi feita após o estabelecimento de lesão 

pré-neoplásica, a deficiência moderada de folato dietético, além de suprimir 

o crescimento e progressão do tumor, promoveu a regressão da neoplasia 

(SONG et al. 2000a e b). Outro trabalho com ratos, conduzido por LINDZON 

et al. (2009), mostrou que após a suplementação com ácido fólico, o número 

de focos de criptas aberrantes, a carga tumoral e a proliferação epitelial retal 

aumentou conforme foi aumentando a quantidade da suplementação.  
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Além disso, o ácido fólico participaria de um importante evento 

epigenético, a metilação do DNA, resultando em alteração da expressão 

gênica de proto-oncogenes e genes supressores de tumor (LARSSON et al. 

2006; KIM 2007; DUTHIE 2011). Assim como no presente trabalho, outros 

estudos observaram que o status de folato interferem nos níveis de 

metilação do DNA (KIM et al. 2001; ROSS 2003; PUFULETE et al. 2003; 

KIM 2004a).  

Segundo GHAVIFEKR FAKHR et al. (2013), a metilação aberrante de 

“ilhas CpG” pode ser considerado um importante fator de proliferação de 

células tumorais, levando a um silenciamento de genes supressores 

tumorais e moléculas envolvidas na diferenciação celular. A hipermetilação, 

freqüentemente observado em casos de câncer esporádicos (ESTELLER et 

al. 2001), é um evento que pode atingir diversos genes simultaneamente, 

alguns dos quais responsáveis pela gênese e/ou progressão tumoral 

(ESTELLER et al. 2001; COPPEDÈ 2014). Sabe-se que mais da metade dos 

CCR apresentaram hipermetilação em pelo menos uma região promotora de 

genes supressores do tumor (DAPK - gene associado a apoptose ligado a 

proteína quinase; p16INK4a e p14ARF - genes envolvidos no ciclo celular), 

genes de reparo (MGMT - O6 -metilguanina-DNA metiltransferase; hMLH1 - 

homólogo humano do MutL bacteriano) (ANACLETO et al. 2005a e b), genes 

envolvidos na progressão e metástases (TIMP3, CXCL12, ID4 e IRF8) (LAO 

e GRADY 2011). Alguns estudos, por exemplo, mostram que uma 

hipermetilação de ilhas CpG, na região promotora do gene, pode levar a 

perda de MGMT (CAI et al. 2008). Além disso, segundo FERNÁNDEZ-
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PERALTA et al. (2010), os mecanismos reparo do DNA podem ser afetados 

de acordo com o status de metilação do DNA e disponibilidade de 

nucleotídeos. 

Desse modo, taxas aumentadas de ácido fólico podem levar a 

hipermetilação de genes supressores de tumor e outros genes 

antineoplásicos, inativando-os, e promovendo a progressão tumoral (KIM 

2007).  

A suplementação com altas doses de ácido fólico é capaz de 

aumentar a metilação do DNA (KIM et al. 2001; PUFULETE et al. 2005). KIM 

et al. (2001), realizou um estudo randomizado, onde 20 pacientes com 

adenomas receberam ou não suplementação de ácido fólico durante 1 ano 

após a polipectomia. Como resultado encontrou que a suplementação com 

folato aumentou tanto os níveis de folato sérico quanto o grau de metilação 

do DNA, sendo este último observado em 6 meses para os pacientes com a 

suplementação e 1 ano para o grupo placebo (KIM et al. 2001). Um outro 

estudo semelhante, conduzido por PUFULETE et al. (2005), também 

concluiu que a suplementação com ácido fólico aumenta os níveis de folato 

sérico e a metilação do DNA (PUFULETE et al. 2005). Entretanto, segundo 

CRIDER et al. (2012), estudos que buscam associação entre o status de 

folato e a metilação global do DNA podem trazer diferentes resultados 

devido ao desenho do trabalho, tipo de tumor e método de avaliação da 

metilação global do DNA.  

 Desse modo, os eventos epigenéticos vêm cada vez mais sendo 

estudados já que não atingem as informações de genes alterados e, 
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portanto, são potencialmente reversíveis. A metilação do DNA é considerado 

o mais importante fenômeno epigenético, pois é essencial para a expressão 

gênica normal, mantuntenção e integridade do DNA, modificações 

cromossômicas bem como para o aparecimento de mutações. Este evento 

ocorre quando a enzima DNA metil transferase transfere um grupamento 

metil da molécula de SAM para resíduos de citosina das “ilhas de CpG”.  

 Na última década, vários estudos em animais e epidemiológicos 

relatam efeitos benéficos do folato durante a carcinogênese em diferentes 

órgãos. Entretanto, trabalhos recentes demonstram preocupação devido ao 

duplo papel que o ácido fólico pode exercer, dependendo da dose e do 

momento que tal nutriente é ingerido. Em nosso estudo encontramos que os 

valores de DFE total interferem nos níveis de folato sérico. Além do folato 

plasmático, a idade e o estadiamento interferem na metilação global do 

DNA. Além disso, os valores de DFE dieta, folato sérico e estadiamento 

clínico-patológico foram preditoras da metilação global do DNA no sangue 

dos pacientes. 

Desse modo, o presente estudo encontrou o consumo de ácido fólico 

e o estadiamento clínico-patológico como preditores da metilação global do 

DNA. Apesar do presente trabalho não ter sido desenhado para avaliar a 

metilação do DNA como um biomarcador de metástase, os dados aqui 

encontrados podem estimular investigações posteriores que visem conhecer 

melhor essa associação e a metilação do DNA como um potencial 

biomarcador da progressão tumoral. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Com base nos objetivos do presente estudo foi possível concluir que: 

 

 Não houve associação entre os polimorfismos no gene MTHFR 

C677T e A1298C e os níveis de folato sérico; 

 Na avaliação do polimorfismo A1298C os pacientes com genótipos 

homozigoto selvagem apresentaram maiores níveis estatisticamente 

significativos de metilação global do DNA no tumor quando 

comparados com os pacientes homozigotos mutado + heterozigoto;  

 Os níveis séricos de folato tiveram correlação fraca, porém 

significativa, com a metilação global do DNA no sangue; 

 Os níveis plasmáticos de folato tiveram correlação moderada e 

significativa com os valores de DFE total; 

 Não houve correlação entre os valores de folato sérico com a ingestão 

dietética de vitamina B2, B6, B12, metionina, colina, betaína ou álcool; 

 Não houve associação entre os polimorfismos no gene MTHFR 

C677T e A1298C com as características sociodemográficas e clínicas 

dos pacientes (idade, cor, grau de escolaridade, localização do tumor 

e estadiamento clínico-patológico); 

 A média dos níveis de metilação global do DNA nos tumores foi 

significativamente maior do que a média no sangue; 
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 Os pacientes com idade igual ou superior a 61 anos apresentavam 

níveis de metilação global do DNA no tumor maior que os pacientes 

com idade inferior; 

 Não houve diferença significativa entre a metilação global do DNA e 

cor, grau de escolaridade e localização do tumor;  

 Os pacientes com estadiamento clínico-patológico III e IV tiveram 

níveis de metilação global de DNA no sangue significativamente maior 

do que os pacientes com a doença menos avançada; 

 Não houve correlação das variáveis dietéticas com os níveis de 

metilação global do DNA;  

 As variáveis de ingestão dietética de DFE dieta, folato sérico e 

estadiamento clínico-patológico foram preditoras da metilação global 

do DNA no sangue dos pacientes. 
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Anexo 1 - Carta de Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa-CEP 

 

 

 

  



	

	

 

  



	

	

 

Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

 

Título do Projeto: ASSOCIAÇÃO ENTRE INGESTÃO DIETÉTICA, NÍVEIS 

SÉRICOS DE FOLATO COM AS VITAMINAS ENVOLVIDAS NO CICLO DO 

CARBONO-1, ÁLCCOL, POLIMORFISMOS NO GENE DA 

METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUTASE (MTHFR) E METILAÇÃO 

GLOBAL DO DNA EM PACIENTES SAUDÁVEIS, PORTADORES DE 

PÓLIPOS ADENOMATOSOS E COM ADENOCARCINOMA COLORRETAL 

 

Você está sendo convidado a participar de um estudo que está sendo 

realizado no AC Camargo Cancer Center. 

Estas informações estão sendo fornecidas para sua participação voluntária 

nesta pesquisa para ajuda-lo a decidir sobre sua participação. 

 

1. O objetivo principal desta pesquisa é estudar a quantidade de uma 

vitamina chamada folato na sua dieta e a quantidade desta vitamina que 

circula no sangue. Esse estudo também tem por objetivo verificar se existe 

associação entre a quantidade de folato, alterações genéticas e a 

importância na prevenção do câncer de intestino grosso. Outros nutrientes 

também serão estudados. Por isso é importante a participação de pessoas 

que estão fazendo um exame preventivo.  

2. Caso você aceite participar do estudo, você será entrevistado para uma 

avaliação do estado nutricional e receberá dois questionários para preencher 

em casa: um questionário sobre a frequência com que consome os 

alimentos e um para registro de sua alimentação de três dias. Será 

agendada uma data para retorno dos questionários. Também serão 

coletadas 12 ml (1 colher e meia de sopa) de sangue. Uma parte será usada 

para medir a quantidade de folato circulante e a outra parte será usada para 

avaliar alterações genéticas chamadas (SNPs) que podem modificar o risco 



	

	

de desenvolver câncer. Estas alterações podem ser importantes para 

entender o risco de desenvolver pólipos e câncer de intestino grosso.  

3. Esse estudo não altera em nada o seu exame, não há procedimentos 

adicionais, ou riscos na participação na pesquisa. 4. Caso você decida 

participar deste estudo e tiver alguma dúvida poderá entrar em contato com 

a nutricionista Maria Teresa Campos, Paula Araújo ou Ariana Ferrari no 

telefone 011 2189-5151. Se o pesquisador responsável não fornecer as 

informações/ esclarecimentos suficientes, por favor entre em contato com o 

Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos da Fundação Antônio 

Prudente – Hospital do Câncer - A.C. Camargo/SP pelo telefone (11) 2189-

5000, ramais 2069 ou 5020, de segunda-feira à quinta-feira das 7 horas às 

18 horas e sexta-feira das 7 horas às 16 horas. 5. Você pode deixar de 

participar do estudo, sem qualquer prejuízo, a qualquer momento. 6. As 

informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes, 

não sendo divulgada a identificação de nenhum paciente. 7. Você tem o 

direito de ficar atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, 

quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento 

dos pesquisadores. 8. Não há despesas pessoais para o participante em 

qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também não há 

compensação financeira relacionada à sua participação.  Acredito ter sido 

suficientemente informado a respeito das informações que li ou que foram 

lidas para mim, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre a pesquisa, 

que foram respondidas, descrevendo o estudo “Associação entre ingestão 

dietética, níveis séricos de folato com as vitaminas envolvidas no ciclo do 

carbono-1, álcool, polimorfismos no gene da metilenotetrahidrofolato 

redutase (MTHFR) e metilação global do DNA em pacientes saudáveis, 

portadores de pólipos adenomatosos e com adenocarcinoma colorretal”.  Eu 

discuti com um dos pesquisadores sobre a minha decisão em participar 

nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, 

os procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de 

esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participação é 

isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e 



	

	

poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 

o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que 

eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 

 

 

Data         /       /                                                          

 

_________________________________________ 

Assinatura do paciente/representante legal 

_________________________________________ 

Assinatura do pesquisador principal 

  



	

	

Anexo 3 - Questionário de Avaliação Clínica 

 

 

Data  
Iniciais  
Prontuário  
Sexo (    ) F            (    ) M 
Idade  
Raça (    ) Branca 

(    ) Parda 
(    ) Negra 
(    ) Amarela 

Grau de escolaridade (    ) Analfabeto 
(    ) Alfabetizado 
(    ) Ensino fundamental incompleto  
(    ) Ensino fundamental completo 
(    ) Ensino médio incompleto  
(    ) Ensino médio completo 
(    ) Superior incompleto  
(    ) Superior completo 
(    ) Pós-graduação 

Renda familiar mensal  
Antecedentes familiars com 
câncer 

(    ) Não 
(    ) Sim 

Patologias associadas (    ) Não 
(    ) Doença Inflamatória Intestinal 
(    ) Outras: _____________________________ 

Tabagismo (    ) Nunca 
(    ) No momento não. Parou há _____________ 
(    ) Sim 

Ingestão de álcool  (    ) Não 
(    ) Sim. Quantidade: ______________g/dia 

 
Supl. de ácido fólico (    ) Não 

(    ) Sim 
Qual? __________________________________ 
Quanto? ________________________________ 

Estadiamento T    N    M 
N° da Bx  

  



	

	

Anexo 4 - Questionário de Frequência Alimentar 

 

 

 

 


