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RESUMO

A leucemia € a neoplasia hematoldégica mais comum na crianga, correspondendo a
30% dos casos de cancer pediatrico. A etiologia das leucemias, no homem, n&o esta
totalmente elucidada sendo provavel uma interagdo gene-ambiente. Estudos
epidemiologicos associam varias neoplasias ao folato. O folato € uma importante
vitamina do complexo B e alteragdes nos seus niveis induzem o desenvolvimento de
fatores de risco para o cancer, tais como rearranjos cromossdémicos, hipometilagdo
gendmica e formagao de micronucleos. A enzima chave no metabolismo do folato é a
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), que converte irreversivelmente o 5,10-
metilenotetrahidrofolato (5,10-MTHF) a 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF). Este estudo
foi do tipo caso-controle onde se observou a influéncia dos polimorfismos C677T e
A1298C no risco de desenvolvimento da leucemia mieldide aguda (LMA). Foram
analisados 182 casos e 315 controles. Os resultados sugerem uma associagao entre
0 gendtipo 677CT na redugédo do risco de desenvolvimento de LMA em criangas nao-
brancas [OR, 0,37; IC 95%, 0,14-0,92] e a associagdo do gendtipo 1298AC no
aumento do risco de desenvolvimento da LMA [OR, 2,90; IC 95%, 1,26-6,71].
Palavras-chave: LMA, MTHFR, polimorfismo, folato.



ABSTRACT

Leukemia is the more common hematology neoplasia in childhood, corresponding 30%
of the cases of pediatric cancer. The etiology of the leukemia is not yet elucidated,
being probable an interaction gene-environment. Epidemiological studies associate
some kinds of cancer with folate. Folate is an important vitamin of the B complex and
alterations in its levels induce the development risk factors for the cancer, such as
chromosomic rearrangements, genomic hypomethylation and micronuclei formation.
The enzyme key in the folate metabolism is methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR), that converts the 5,10-metilenetetrahydrofolate (5,10-MTHF) to 5-
metiltetrahydrofolate (5-MTHF). This study it was a case-control, where indicated the
influence of the polymorphisms C677T and A1298C for the risk of development of
acute myeloid leukemia (AML). 182 cases and 315 controls had been analyzed. The
results suggest an association for genotype 677CT in the reduction of the risk of
development of AML in children non-whites [OR, 0,37; CI 95%, 0,14-0,92] and
association of the 1298AC genotype in the increase of the development risk of AML
[OR, 2,90; Cl 95%, 1,26-6,71].

Keywords: AML, MTHFR, poymorphism, folate.
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1 INTRODUGAO

As neoplasias hematologicas compreendem um grande numero de disturbios
cujas origens sao atribuidas a alteragcbes genéticas de células hematopoéticas. Estas
alteracbes modificam o padrdo de divisdo celular, maturacao/diferenciacido e
apoptose, determinando vantagem proliferativa das células alteradas. Dentre as
neoplasias hematoldgicas destacam-se as leucemias nas suas mais variadas formas.
As leucemias correspondem a 30% dos casos de cancer em criangas, sendo as
leucemias agudas responsaveis por 95% dos casos de leucemias infantis.

Nas ultimas décadas, tém sido realizadas inumeras investigagbes a fim de
identificar os fatores de risco genéticos e ambientais relacionados ao evento
leucémico. Alguns destes fatores como radiagdes ionizantes, agentes quimicos e virus
foram bem descritos e outros, como a deficiéncia de certos nutrientes essenciais ao
metabolismo s&o alvo de estudos atualmente.

O acido fdlico € uma importante vitamina do complexo B, vital para a divisao
celular e manutengcdo da homeostase e sua deficiéncia determina sérias desordens
ao nivel celular. Produtos do seu metabolismo participam de processos de metilacao,
dentre os quais a metilagdo génica, além de atuarem na sintese e reparo de DNA, um
mecanismo vital para prevengao de rearranjos cromossOmicos comuns em quadros
leucémicos.

A enzima chave no metabolismo do acido félico é a metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) que converte irreversivelmente o 5,10 metilenotetrahidrofolato
(5,10-MTHF) a 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF). O loco génico da MTHFR tem se
mostrado polimérfico exibindo diferentes alelos responsaveis pela diminuicdo da
atividade enzimatica e consequente acumulo de 5,10-MTHF. A redugéo da atividade
enzimatica da MTHFR esta associada ao aumento do risco de doencas
cardiovasculares, defeitos no tubo neural e desenvolvimento de determinados tipos
de cancer. Por outro lado, esta diminuicdo da atividade enzimatica da MTHFR também
esta associada a uma melhoria na sintese e reparo do DNA, prevenindo possiveis
rearranjos cromossOmicos.

Polimorfismos apresentados por locus que codificam a sintese de outras
enzimas envolvidas no metabolismo de folatos também podem conduzir a alteracdes
metabdlicas significativas. A metionina sintase (MS) é a enzima responsavel pela

remetilacdo da homocisteina a metionina, utilizando como co-substrato o 5-MTHF.
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Além disso, a metionina sintetizada a partir da remetilacdo da homocisteina sera
convertida a S-adenosil metionina (SAM) um importante doador de radicais metil para
mais de cem reacdes, incluindo a metilacdo do DNA. Alteracbes no processo de
metilagcdo podem inativar genes supressores tumorais ou converter protooncogenes
em oncogenes ativos conduzindo a célula afetada a malignizagao.

Poucos estudos acerca dos marcadores analisados neste trabalho foram
realizados na populacéo brasileira. Estes trabalhos envolveram doencas como Mal de
Alzheimer (Silva et al., 2003), doenga arterial coronariana (Muniz et al., 2006) e
leucemia linféide aguda (LLA) (Zanrosso et al., 2005) ndo sendo realizado nenhum
estudo com a intengdo de analisar uma possivel associagao dos polimorfismos
analisados com a leucemia mieldide aguda (LMA). O estudo dos polimorfismos do
gene para MTHFR visa contribuir para a identificagdo de potenciais fatores de
susceptibilidade génica para o desenvolvimento do cancer. Um maior conhecimento
deste marcador possibilitara um melhor entendimento dos mecanismos de metilagao,
sintese e reparo do DNA. Além disso, contribuira para o esclarecimento dos
mecanismos que conduzem a rearranjos cromossémicos, um dos fatores
determinantes da leucemogénese.

Com o objetivo de investigar a associagao dos polimorfismos C677T e A1298C
do gene MTHFR em pacientes portadores de LMA na populagéo brasileira, em face
da inexisténcia de estudos nacionais com este tema, foi utilizada uma amostra obtida
a partir de Centros de Referéncia no tratamento da leucemia da infancia no Brasil, o
que contribuira para o melhor entendimento da participacdo destes polimorfismos na

génese da LMA.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Leucemias: aspectos gerais

O sistema hematopoético € composto por células pluripotentes indiferenciadas
na medula 6ssea que poderao originar duas linhagens celulares: a linhagem linféide,
que ira originar os linfocitos T e B e a linhagem mieldide, responsavel pela formagéo
de eritrocitos, plaguetas, mondcitos e granuldcitos (Colby-Graham e Chordas, 2003).

As neoplasias hematoldgicas compreendem um grande numero de disturbios
cujas origens sao atribuidas a alteragdes genéticas de células hematopoéticas, onde
se destacam as leucemias nas suas mais variadas formas. O termo leucemia é
originario do grego (leucos = branco, hema = sangue) e refere-se a um grupo de
doengas malignas dos glébulos brancos (Colby-Graham e Chordas, 2003). Sua
etiologia, no homem, é desconhecida sendo, possivelmente, condicionada a uma série
de fatores, tais como exposicdo a radiagbes ionizantes (Heyssel et al., 1960),
pesticidas (Ciccone et al., 1993), fumaca de cigarro (Pogoda et al., 2002), benzeno
(Smith et al., 2004) e alguns campos eletromagnéticos de baixa frequéncia (Ciccone
et al, 1993). Além disto, algumas alteragcbes cromossémicas, tais como
translocagdes, inversdes e delegcbes em células progenitoras do sistema linfo-
hematopoiético, podem promover significativas alteragbes em genes envolvidos no
programa de diferenciagdo celular, determinando, dessa forma uma vantagem
proliferativa do clone leucémico, resultando numa progressiva substituicdo do tecido
hematopoético normal (Bloomfield e Caligiuri, 2001; Ribeiro, 2001).

As leucemias podem ser classificadas de acordo com o estagio de
diferenciagao das células afetadas, em agudas e crénicas e, de acordo com a natureza
dos blastos, em linféides e mieldides. As quatro maiores formas de leucemias sao a
leucemia linféide aguda (LLA), leucemia mieldide aguda (LMA), leucemia linféide
cronica (LLC) e leucemia mieloide cronica (LMC) (Cole e Rodu, 2001).

Na década de 70 as leucemias agudas foram classificadas levando em
consideragao critérios morfolégicos determinados pelo comité FAB (Franco-
Americano-Britanico). Segundo estes critérios a LLA é classificada em L1, L2 e L3,
com base no didametro celular, na forma do nucleo, no numero e protuberancia dos
nucléolos e na quantidade e aspectos relativos do citoplasma; e a LMA em M1, M2,

M3, M4, M5 e M6, com base nas caracteristicas nucleares e citoplasmaticas e no grau



17

de maturacdo das células blasticas (Bennett et al., 1976; Bennett et al., 1985a).
Recentemente, foram descritos dois novos grupos de LMA - MO (definido por
marcadores imunoldgicos, em pacientes que nao apresentam critérios morfologicos)
e M7 (Bennett et al., 1985b; Bennett et al., 1991).

Atualmente, além dos critérios FAB, as LLA sao classificadas segundo a
presencga de antigenos de superficie, sendo possivel detectar com bastante precisao,
além da linhagem celular (T ou B), o nivel de diferenciagdo em que se encontra o
processo leucémico (Bene et al., 1995; Cavalcanti Jr., 1997).

Os trés principais tipos de leucemia pediatrica sdo: a LLA correspondendo a
75% a 80% dos casos, a LMA com 20% a 25% e a LMC que ocorre com frequéncia
de 5% (Colby-Graham e Chordas, 2003).

2.1.1 Principais leucemias infantis

A Leucemia Linféide Aguda (LLA) representa o principal tipo de leucemia em
criangas e a maior parte dos canceres comuns da infancia (Wiemels e Greaves, 1999).
A LLA é caracterizada pelo acumulo de linfoblastos em varios 6rgaos e tecidos,
notadamente na medula éssea e no sangue periférico (Barrios e Laksa, 2001).

De acordo com o estagio de diferenciagdo das células B existem trés formas
diferentes de LLA: LLA de células B-progenitoras (pro-B cell ALL), LLA comum
(common ALL ou CALLA), LLA de células B-precursoras (precursor-B cell ALL) (Jaffe
et al., 2001) e LLA de células B-maduras (Farias e Castro, 2004).

A LLA do tipo pro-B representa 5% dos casos pediatricos e 10% dos casos de
LLA em adultos (Falcdo e Rego, 2002). As células pré-B expressam os marcadores:
CD34, CD19 e CD22(c) (Kotilo, 1995). As LLA do tipo comum (CALLA) representam
75% dos casos das LLA pediatricas e 50% dos casos em adultos, expressa CD10,
que causa um impacto favoravel no progndéstico (Bene e Faure, 1997; Consolini et al.,
1998), CD22(c), CD19 e/ou CD20 (Kotilo, 1995). A leucemia do tipo pré-B expressa
cadeia J citoplasmatica, além de CD19, CD20 e CD10 (Kotilo, 1995), representando,
aproximadamente 15% das criangas com LLA e 10% dos casos em adultos.
Finalmente, a LLA do tipo B maduro, presente em 2% a 5% de criangas e adultos,
apresenta um fendtipo incomum, caracterizando-se pela expressao de cadeias leves

de imunoglobulina na superficie de membrana (Smlg) (Falcdo e Rego, 2002).
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A leucemia mieldéide aguda (LMA) é caracterizada pelo aumento da proliferagao
e alteracdo na maturagcdo das células mieldides, resultando numa insuficiéncia
hematopoiética (granulocitopenia, trombocitopenia ou anemia), com ou sem
leucocitose. Os sintomas e as caracteristicas clinicas da LMA s&o, normalmente,
atribuidos diretamente a infiltracdo leucémica da medula 6ssea, com resultante
citopenia (Léwenberg et al., 1999).

A classificagdo da LMA consiste em 4 categorias de acordo com a Organizag&o
Mundial de Saude: (1) LMA com anormalidades genéticas, (2) LMA com displasia de
linhagem multipla (multilineage dysplasia), (3) LMA relacionadas a terapia (therapy
related) (4) e algumas nao categorizadas (LMA not otherwise categorized) (Jaffe et
al., 2001).

A leucemia mieldide crénica (LMC) caracteriza-se pela expanséo clonal de uma
célula-tronco primitiva e pluripotente que tem a capacidade de se diferenciar em
células mieldides, monociticas, megacariociticas e células B e T (Barboza e Souza,
2002). A LMC apresenta trés fases que correspondem a excessiva proliferacdo da
linhagem mieloide (fase crénica-FC), seguida por uma perda progressiva da
diferenciagao celular (fase acelerada-FA) e terminando num quadro de leucemia
aguda (fase blastica-FB) (Condutas do INCA, 2003). A progressao para a fase blastica
ocorre, devido ao surgimento de mutagdes secundarias, num periodo de 3 e 18
meses. A fase de agudizagédo afeta as células da linhagem linfoide em 1/3 dos
pacientes, e 2/3 apresentam uma leucemia aguda indiferenciada (AUL-Acute

Undifferentiated Leukemia) ou células mieldides (Griffin et al., 1983).

2.2 Papel do Acido Félico no Metabolismo

O acido folico € uma importante vitamina do complexo B, pouco armazenada
no organismo. E vital para a divisdo celular e manutengdo da homeostase. Na rota
das coenzimas de metabolizacédo do acido félico ha transferéncia de unidades de um
carbono (metil), requeridas para regulacdo de determinadas reagbes metabdlicas.
Tais reagdes incluem biossintese de purinas, necessarias para a formagao de acidos
nucléicos. Grupos metil também atuam na recuperacdo da metionina, que é o
precursor imediato de S-adenosilmetionina (SAM), que atua como doador universal
dos radicais metil, em varias reag¢des bioldégicas que envolvem metilagdo (Selhub e
Miller, 1991; Goyette et al., 1994).
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Estudos epidemioldgicos e experimentais indicam que a deficiéncia de acido
félico em seres humanos induz a extensivas quebras cromossémicas (Menzics et al.,
1966), formagdo de micronucleos (Everson et al., 1988), hipometilagdo genémica
(Jacob et al., 1998), diminuicdo da capacidade de reparo do DNA (Choi e Manson,
1998), além do aumento dos niveis de uracila no DNA das células da medula éssea
(Wickramasinghe e Fida, 1994). Outros estudos epidemiolégicos caso-controle
associam a deficiéncia de folato com varias neoplasias, tais como cancer de pulmao,
de esoOfago, de péancreas, de mama, de cérebro e de cancer colonretal (Mason e
Levesque, 1996; Duthie et al., 2002).

Estudos intervencionais indicam que a suplementacao de acido félico pode
reduzir o risco do aparecimento de defeitos do tubo neural (Berry et al., 1999), retardo
mental (Krishnaswamy e Nair, 2001), doengas vasculares (Chen et al., 2001), cancer
(Kim, 2000) e, em especial, leucemia linféide aguda em criangas cujas maes fizeram
suplementagao de acido félico durante a gestacao (Krajinovic et al., 2004).

Baixos niveis de acido folico no organismo sdo resultantes de ingesta
nutricional insuficiente ou deficiéncias da assimilacédo no seu metabolismo. A figura 1
mostra as principais etapas do metabolismo do acido fdlico que estao relacionadas a

sintese e reparo do DNA.

Figura 1: Visao geral da via metabdlica do acido félico em humanos e a rota da
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), timidilato sintase (TS), metionina
sintase (MS), S-adenosil metionina (SAM), S-adenosil homocisteina (SAH), acido
dihidrofélico (DHF) e acido tetrahidrofélico (THF).
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Adaptado de Skibola et al., 1999.
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A partir da figura 1 observa-se que a via metabdlica do acido folico é dividida
em duas rotas principais: a primeira consiste na reacdo que envolve a sintese de
purinas e conversdo de dUMP a dTMP. Na segunda rota, o 5-metilTHF atua como
doador de radical metila para homocisteina (Hcy) que, sob atividade catalitica da
metionina sintase (MS) e vitamina B12, é remetilada a metionina, aminoacido essencial
para o metabolismo das proteinas (Lorenzi, 1991). A metionina é transformada em
Hcy, mediante duas reagdes sucessivas: na primeira, catalisada pela enzima
metionina adenosiltransferase, € produzido um metabdlito intermediario, a S-
adenosilmetionina (SAM); na segunda, a SAM sofre desmetilagéo e se transforma em
S-adenosilhomocisteina, que logo é hidrolisada a Hcy e adenosina, pela enzima S-
adenosilhomocisteina hidrolase (Aleman et al., 2001).

Uma das consequéncias da deficiéncia do acido folico & o esgotamento celular
de SAM, que induz a hipometilagcdo do DNA e, potencialmente, leva a hiperexpressao
de protooncogenes e conversao dos mesmos a oncogenes, que iniciam o processo
carcinogénico quando estdo hipometilados (Fearon e Volgelstein, 1990; Fang et al.,
1996; Zingg e Jones, 1997). Crescimento seletivo e transformacao de células podem
resultar também de hipermetilagao de genes supressores de tumor (Issa et al., 1994),
nas suas regides promotoras, que ocorrem exclusivamente em zonas de repeticao
dos dinucleotidios CpG em seres humanos (Ulrich, et al., 2000; Selhub e Miller, 1991).

O cancer é uma, dentre varias doencgas, que esta associada a diminuigao da
concentragdo plasmatica de acido folico. Estudos tém demonstrado que a
hipometilagao global do DNA, um marcador do déficit de acido félico plasmatico, induz
a perdas de segmentos cromossOmicos por causar uma condensacao irregular da
heterocromatina pericentromérica (Guttenbach e Schmid, 1994). Quebras
cromossOmicas podem levar ao aparecimento de micronucleos e conduzir a célula a
condicdes aneupldides que podem ser potenciais fatores de risco no desenvolvimento
de neoplasias (Rasnick e Duesberg, 1999). Entretanto, estudos utilizando células
humanas in vitro demonstraram que a presenga de quebras e rearranjos
cromossOmicos sao minimizados na presenca de altas concentragdes de acido folico
(60-120nM) (Crott et al., 2001).

Baixos niveis citosodlicos de 5,10-MetilenoTHF diminuem a sintese de dTMP,
aumentando a relagcao celular dUMP/dTMP e a incorporacgao incorreta de dUTP no
DNA (Blount et al., 1997). Normalmente, uracil € uma base apenas para RNA,

entretanto, ela é incorporada erroneamente no DNA quando a metilacdo de uridilato
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para timidilato é insuficiente durante a sintese de DNA. Essa incorporacio é excisada
pela uracil DNA glicosilase, o que podera resultar em quebras nas fitas do DNA,
precursoras de translocagdes, delec¢des e inversdes (Matsuo et al., 2001).

A deficiéncia na atividade da enzima que converte 5,10-metilTHF em 5-
metilTHF — a metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) — contribui para manter o
nivel de 5,10 metilTHF mais alto, o que reduz as chances de quebras cromossémicas
devido a menor incorporacéo de uracila. Como decorréncia disto, o fornecimento de
5-metilTHF fica comprometido elevando a taxa de homocisteina plasmatica e
consequente redugao na sintese de metionina (Yamada et al., 2001).

Individuos com quantidades excessivas de homocisteina, como resultado de
mutacgdes no loco MTHFR, podem desenvolver defeitos do tubo neural, retardo mental
severo, doengas vasculares e alguns tipos de cancer (Sibani et al., 2000; Wiemels et
al., 2001). Segundo Kim (2000) a suplementagao de acido félico pode reduzir o risco

do aparecimento dessas doencas.

2.3 Polimorfismos da MTHFR

A enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) (EC 1.5.1.20) € a enzima
mestra no metabolismo do acido félico catalisando a reducado de 5,10-MTHF a 5-
MTHF, a principal forma de folato no plasma (Friso et al., 2002). O gene para MTHFR
localiza-se no cromossomo 1 (1p36.3) apresentando 11 exons com tamanhos
variando de 103 a 432 pb (Goyette et al., 1994; Goyette et al., 1998).

Utilizando-se de analises por Northern blot Gaughan et al (2000) identificaram
transcritos do gene MTHFR que variavam entre 2,8-9,0 Kb. Esta diferenca entre os
transcritos pode ser explicada devido a presenca de sitios alternativos de inicio da
transcrigdo e sinais de poliadenilagédo no gene. Também, foi descrito por Gaughan et
al (2000) que o gene MTHFR nao apresenta TATA box estando presente, em seu
lugar, varias ilhas CpG e multiplos sitios de ligagdo SP1 além de sitios de ligagéo para
outros fatores iniciadores da transcrigéo.

Nos ultimos anos foram descritas algumas mutagdes no gene MTHFR sendo,
a maioria delas, raras ou distribuidas em populagdes isoladas (Sibani et al., 2000;
Sibani et al., 2003). Duas mutagdes deste gene sao bem distribuidas nas populagdes
em geral sendo, uma delas, uma transicdo comum entre citosina (C) e timina (T) no

éxon 4 (nucleotideo 677) que determina uma substituicdo de alanina por valina na
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cadeia polipeptidica, sendo a mesma relacionada a uma maior termolabilidade bem
como diminuigado da atividade catalitica da enzima (Frosst et al., 1995; Guenther et al.,
1999). A outra mutagao é resultante de uma transverséo de adenina (A) para citosina
no éxon 7 (nucleotideo 1298), cuja consequéncia € uma substituigdo do aminoacido
glutamato por alanina, na enzima (van der Put et al., 1998; Weisberg et al., 1998).
Diferentemente da transicdo no nucleotideo 677, a alteracdo em 1298 néao resultara
numa proteina termolabil (Friedman et al., 1999; van der Put et al., 1998). A possivel
explicacédo para esta diferenca esta no fato da mutagdo C677T envolver o dominio
catalitico enzimatico, onde ocorre perda do sitio de ligagdo com o co-fator da MTHFR
— FAD e da mutacdo A1298C estar localizada no dominio regulatério S-
adenosilmetionina da enzima (van der Put et al., 1998; Guenther et al., 1999; Jencks
e Mathews, 1987).

Estudos da distribuicao geografica e étnica da mutagdo C677T em 16 areas do
globo, incluindo a Europa, Asia, Américas, Oriente médio e Australia determinaram
uma frequéncia para o gendtipo TT em torno de 20% na China, 26% na ltalia e 32%
no México. Entre os africanos e afro-descendentes a frequéncia deste gendtipo é
baixa (5%) (Wilcken et al, 2003). Outros estudos descreveram a frequéncia do alelo T
em cerca de 24-40% em europeus, 26-37% em japoneses e 11% em populagdes afro-
americanas (Papapetrou, et al., 1996; Schneider et al., 1998).

A mutagdo no nucleotideo 677 do gene MTHFR confere, respectivamente, aos
individuos com genotipo TT e CT 30% e 40% de atividade enzimatica em relagdo aos
individuos de gendtipo selvagem CC (Ulrich et al., 2001). Esta variante C677T de
baixa atividade esta associada ao aumento dos niveis de homocisteina no plasma e
ao aumento no risco de doengas vasculares (Kluijtmans et al., 1997; Brattstrom, et al.,
1998; Andreassi et al., 2003). A troca na posigao 1298 também esta correlacionada
com uma diminuicdo da atividade da MTHFR, sendo mais pronunciada nos
homozigotos (CC) que no estado heterozigoto (AC) (van der Put et al., 1998; Friedman
et al., 1999).

A presenga dos genotipos 677TT e 1298CC esta associada a um déficit na
metilacdo do DNA podendo conduzir a um estado de hipometilacdo e ativacao
oncogénica (Castro et al., 2004). Também, tém sido sugerido que o gendtipo TT
referente a mutagdo C677T da MTHFR tem um efeito protetor no desenvolvimento de
algumas neoplasias devido a redugéo da atividade da enzima e consequente acumulo
de 5,10-MTHF e maior conversdao de dUMP a dTMP (Blount et al., 1997). Outros
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estudos sugerem uma associagao entre o gendétipo 677TT e a diminuigdo da chance
de desenvolvimento de certos tipos de canceres, em especial, LLA em criancas e
adultos (Wiemels et al., 2001; Skibola et al., 1999; Franco et al., 2001; Zanrosso, et
al., 2005). Outros resultados s&o indicativos de uma menor associagcdo entre o
gendtipo 1298CC e casos de leucemias em adultos e de leucemias hiperdipléides em
criangas (Wiemels et al., 2001; Skibola et al., 1999).

2.4 Polimorfismo da MS

O papel de polimorfismos relacionados a outras enzimas envolvidas no
metabolismo do acido folico e o cancer, em especial, a metionina sintase (MS) e a
timidilato sintase (TS), foi recentemente demonstrado (Ma et al., 1999; Krajinovic e
Costea 2002; Hishida et al., 2003; Lincz et al., 2003).

A enzima metionina sintase (5-metiltetrahidrofolato-homocisteina S-
metiltransferase) (EC 2.1.1.13) é responsavel pela remetilagdo da homocisteina a
metionina utilizando como co-substrato a metilcobalamina e o 5-MTHF como doador
de grupamentos metil (Li et al., 1996). O gene MS apresenta um cDNA com 3,8 Kb de
comprimento e 33 exons. Localiza-se no cromossomo 1 (1p42.3-g43) e codifica uma
proteina com 1265 aminoacidos (Leclerc et al., 1996; Chen, et al., 1997; Ma et al.,
1999; Watkins et al., 2002). Uma transversao entre uma adenina (A) e uma guanina
(G) na posigao 2756 do gene MS determina a substituigdo do acido aspartico por um
residuo de glicina, na molécula da enzima comprometendo sua atividade (Leclerc et
al., 1996).

O papel desta transverséao é controverso. Matsuo et al (2001) observaram que
a mutacdo A2756G pode atuar como fator de risco no desenvolvimento de linfomas
malignos, enquanto Skibola et al (2002) sugerem que a mutagdo em questdo tem um
efeito protetor ao desenvolvimento de LLA quando os resultados sao analisados
simultaneamente com mutagdes no gene para serina hidroximetiltransferase.

Deficiéncia severa de vitamina B12 ou de MS causam hipometioninemia,
hiperhomocisteinemia e homocistinuria (Watkins e Rosenblatt, 1989). Isto pode
resultar em acumulo de 5-metiltetrahidrofolato e diminuicdo de derivados
intracelulares de folato incluindo, 5,10-metilenotetrahidrofolato requerido para a
biossintese de timidilato ocasionando acumulo de desoxiuridilato no DNA (Banerjee e
Matthews, 1990; Bount e Ames, 1995).
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4 .1 Abstract

A metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) é uma enzima chave no metabolismo do
folato e a presenca de polimorfismos que reduzem sua atividade tém sido
relacionados ao desenvolvimento de certos tipos de céancer. Com o objetivo de
investigar o papel dos polimorfismos C677T e A1298C da MTHFR no desenvolvimento
da LMA foi realizado um estudo caso-controle em criangas brasileiras e grupo-controle
sem historico de cancer. Foram determinados os gendtipos de 182 criangas e 315
controles para os polimorfismos em estudo, através da técnica de PCR-RFLP. Os
resultados sugerem uma associagao entre o gendétipo 677CT na redugao do risco de
desenvolvimento de LMA em criangas nao-brancas [OR, 0,37; IC 95%, 0,14-0,92] e a
associagao do gendtipo 1298AC no aumento do risco de desenvolvimento da LMA
[OR, 2,90; IC 95%, 1,26-6,71].

Palavras-chave: LMA, MTHFR, polimorfismos, folato.

4.2 Introdugao

A leucemia mieldéide aguda (LMA) é caracterizada pelo aumento na proliferagao
e alteragdo na maturagédo das células mieldides. Atualmente, a LMA corresponde a
cerca de 15-17% dos casos de leucemias pediatricas. Os subtipos de LMA sao
frequentemente caracterizados por alteragdes genéticas tais como mutagdes pontuais
e alteracdes cromossOmicas que incluem translocacgoes, inversdes e delegdes [1,2,3].

A enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) desempenha um papel
chave no metabolismo do acido fdlico convertendo, irreversivelmente, o 5,10-
metilenotetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofoato. Nos ultimos anos tem sido
demonstrada a associagado entre dois polimorfismos do gene MTHFR (C677T e
A1298C) com a incidéncia de casos de leucemia linféide aguda (LLA) em criangas e
adultos [4,5,6,7,8].

A presengca dos polimorfismos C677T e A1298C diminuem a atividade
enzimatica da MTHFR com consequente acumulo de 5,10-metilenotetrahidrofolato
que sera desviado para sintese de purinas, conversao de dUMP a dTMP e reparo do
DNA [9,10]. Estas reacbes estao associadas a prevencdo de alteracbes genéticas
desencadeadoras da leucemogénese.
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O objetivo do presente estudo € investigar a associagao entre os polimorfismos C677T
e A1298C da MTHFR com o risco do desenvolvimento da LMA pediatrica em casos

atendidos em Centros de referéncia no tratamento do cancer no Brasil.

4.3 Materiais e métodos
4.3.1 Populagéao do estudo

O grupo teste foi composto por 182 individuos com idade <18 anos e
diagnostico clinico e laboratorial para LMA atendidos no Centro de Oncologia
Pediatrica do Hospital Universitario Oswaldo Cruz (CEONP/HUOC) — Recife, regiao
Nordeste, Instituto Nacional de Cancer (INCA) — Rio de Janeiro e Centro Infantil
Boldrini — Campinas, ambos da regido Sudeste. Além desses, foram analisados casos
de LMA das regides Sul e Centro Oeste atendidos nas instituicbes participantes. O
grupo controle foi composto por 315 individuos sem historico de cancer das mesmas
regides brasileiras dos casos de LMA investigados. A classificagdo dos individuos em

brancos e nao-brancos foi considerada de acordo com a cor da pele.

4.3.2 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética das trés instituicbes envolvidas.

4.3.3 Coleta de material biolégico

Para o grupo de estudo foram obtidos 5mL de amostras sanguineas por pungao
venosa periférica, a vacuo com EDTA, para extracdo de DNA dos leucdcitos antes do
tratamento quimioterapico. De cada individuo do grupo controle foi coletada uma
amostra de 5mL de sangue por puncédo venosa periférica, a vacuo com EDTA, a
semelhancga do grupo de estudo. As amostras foram imediatamente armazenadas a -
20°C.

4.3.4 Genotipagem

O DNA gendmico foi isolado dos leucécitos periféricos utilizando-se protocolo
adaptado de Miller et al, 1988 [11]. A determinag¢ao do polimorfismo C677T ocorreu
por PCR-RFLP segundo protocolo descrito por Frosst et al [12]. A transi¢do CLIT cria
um sitio de restricdo para enzima Hinfl e o produto digerido foi separado,

eletroforeticamente, em gel de agarose 2% e os fragmentos visualizados apos
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revelagao com brometo de etidio em luz UV. Individuos selvagens (CC) apresentaram
um unico fragmento de 198pb, individuos heterozigotos (CT) apresentaram
fragmentos de 198, 175 e 23pb e homozigotos mutantes (TT) apresentaram dois
fragmentos com 175 e 23pb.

A presenca do polimorfismo A1298C foi determinada por PCR-RFLP segundo
adaptacao do protocolo de Skibola et al [4]. A transversdo AIC elimina um sitio de
restricdo para enzima Mboll. O produto de PCR de 163 pb foi digerido pela Mboll e os
fragmentos separados, eletroforeticamente, em gel de agarose 4%. A visualizagao foi
realizada apos coloragdo com brometo de etidio e exposicdo a luz UV. Individuos
selvagens (AA) apresentaram cinco fragmentos de 56, 31, 30, 28 e 18pb;
heterozigotos (AC) apresentaram seis fragmentos de 84, 56, 31, 30, 28, 18pb e
homozigotos mutantes (CC) apresentaram quatro fragmentos de 84, 31, 30 e 18 pb.

4.3.5 Analise estatistica

A prevaléncia de diferentes gendtipos foi comparada pelo teste Qui-quadrado
([12). As frequéncias alélicas foram estimadas pelo método da contagem génica. O
teste 12 foi também utilizado para verificar se a distribuigdo genotipica esta de acordo
com a hipotese do equilibrio de Hardy-Weinberg. A odds ratio (OR) e o intervalo de
confiangca a 95% (IC 95%) foram estimadas através do Pacote Estatistico SPSS

(verséo 11.5).

4.4 RESULTADOS

A distribuicdo dos gendtipos quanto ao loco MTHFR estd em equilibrio de
Hardy-Weinberg nos pacientes e controles. A frequéncia obtida para os alelos
mutantes nas LMA e controles foi 0,31 e 0,30 para MTHFR 677T e 0,26 e 0,23 para
MTHFR 1298C, respectivamente. Os valores referentes a distribuicdo dos casos e
controles analisados em relagcdo a média de idade, sexo, raga, regido do Brasil e
distribuicdo dos gendtipos sao apresentados na Tabela 1

Na Tabela 2 observa-se a distribuicdo dos genoétipos A1298C e C677T de
acordo com a cor da pele em portadores e controles. Foi observada associacao entre
o gendtipo 677CT (OR = 0,37; IC 95%, 0,14-0,92) e reducéo no risco de LMA em
individuos nao-brancos. Quando os gendtipos 677TT e 677CT foram comparados
simultaneamente em individuos nao-brancos também foi observado redugao do risco
de LMA (OR = 0,45; IC 95%, 0,20-1,02). Os resultados obtidos para o polimorfismo
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A1298C sao indicativos de aumento do risco de desenvolvimento da LMA na presenca
do gendtipo 1298AC (OR = 2,90; IC 95%, 1,26-6,71). Foi também observada
associacdo entre o risco ao desenvolvimento da LMA quando comparados,
simultaneamente, os genadtipos 1298AC e 1298CC (OR = 2,32; IC 95%, 1,06-5,11).

4.5 DISCUSSAO

LMA, o tipo mais comum de leucemias no adulto, é relativamente incomum em
criangas. Nos ultimos anos alguns estudos tém demonstrado que a maioria dos
subtipos de LMA estdo associados com uma variedade de translocacdes
cromossOmicas. Estas translocagbes poderdo dar origem a produtos génicos que
atuem como elementos no crescimento e diferenciacao celular normal [13].

Ainda que se suponha que interagbes gene-ambiente descritas para LLA
também influenciem a LMA poucos foram os estudos realizados em relacéo ao papel
dos polimorfismos da MTHFR e a patogénese da LMA. [4]. Os resultados do presente
trabalho demonstraram que o polimorfismo C677T esta associado a uma diminui¢cao
de 2,7 vezes no risco de desenvolvimento da LMA entre criancas nao-brancas e
adultos jovens. Em contraste, um aumento no risco significante na ordem de 2,9 vezes
foi observado para A1298C. Estes achados corroboram com os dados recentemente
publicados por Zanrosso et al. em criangas com LLA [7]. Estes achados contrastam
com os dados do papel do polimorfismo A1298C em pacientes adultos norte-
americanos nos quais foi observado um efeito de protecdo na presenca desta
alteracao [4]. A associagao gene-ambiente da LLA que apresenta um efeito protetivo
na presenga do polimorfismo C677T apresenta uma explicagao plausivel. A atividade
reduzida da MTHFR na presencga de variantes heterozigotas e mutantes aumenta a
disponibilidade de 5,10-metilenotetrahidrofolato e os metabdlitos de folato requeridos
para sintese de DNA e divis&do celular normal [14]. Entretanto, o polimorfismo A1298C
da MTHFR nao esta associado a elevacao da concentragdo de homocisteina, nem
interacoes com o folato plasmatico, que foram observadas com o polimorfismo C677T
[15]. O polimorfismo A1298C da MTHFR localiza-se no dominio regulatério S-
adenosil-metionina (SAM) da enzima resultando em mudangas conformacionais da
enzima MTHFR que inibem sua atividade. Os sitios MTHFR C677T e MTHFR A1298C
estdo separados por 2,1Kb e apresentam-se em desequilibrio de ligagéo [16]. A

presenca dos dois polimorfismos no mesmo alelo € muito raro. Estes achados
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sugerem diferentes efeitos para as alteracdes dos alelos selvagens. Neste estudo a
combinacao de heterozigotos foi encontrada numa proporgdo de casos e controles,
respectivamente, porém a combinagdo de homozigotos 677C>T + heterozigotos
A1298C foi observada apenas nos casos e ambos 0os homozigotos mutantes néo
foram encontrados. O efeito encontrado no qual a combinagao alterada envolveu os
casos deve ser avaliada posteriormente em maiores estudos.

Investigagbes adicionais combinadas com fatores demograficos, dados de
exposi¢cdo ambiental e marcadores moleculares de LMA s&o necessarios para prover
mais informacdes especificas em relacdo a chance de alteragdes genéticas e a

interagcdes com anormalidades citogenéticas observadas na LMA.
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Tabela 1: Caracteristicas da amostra analisada

Caracteristicas LMA Controles
n=182 (%) n =315 (%)
Sexo: Masculino 89 (49,0) 151 (48,0)
Feminino 93 (51,0) 164 (52,0)
Raca: Bancos 139 (76,0) 209 (66,0)
Nao-Brancos 43 (24,0) 106 (34,0)
Regiodes: Sudeste 131 (72) 150 (48)
Nordeste 34 (19) 93 (29)
Outras* 17 (9) 72(23)
C667T CC 93 (51) 156 (49)
CT 67 (37) 128 (41)
TT 22 (12) 31 (10)
A1298C AA 104 (57) 190 (60)
AC 62 (34) 104 (33)
CC 16 (9) 21 (7)



Tabela 2. Distribui¢do dos gendtipos da MTHFR, de acordo com a raga, em

portadores de LMA e controles.
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Polimorfismo MTHFR LMA Controles OR (95% CI) P-Yates
n (%) n (%)
Brancos 677C>T cC 63 (46.3) 102(48.8) 1.0*
CT 58 (41.7) 84(40.1) 1.12(0.69 —1.82)
1T 18 (12.9) 23 (11.0) 1.27 (0.60 — 2.67)
CT+TT 76 (54.6) 107(51.1) 1.15(0.73 - 1.81)
1298A>C AA 83 (59.7) 117(55.9) 1.0*
AC 42 (30.2) 80 (38.2) 0.74(0.45-1.21)
cC 14 (10.0) 12(5.7) 1.64 (0.67 —4.03)
AC+CC 96 (40.2) 92(44.0) 0.86 (0.54 —1.36)
Nao- 677C>T CcC 30 (69.7) 54 (50.9) 1.0*
Brancos
CT 9(20.9) 44 (415) 0.37(0.14-0.92) 0.030
1T 4 (9.3) 8 (7.5) 0.90 (0.21 - 3.69)
CT+TT 13 (30.2) 52 (49.0) 0.45(0.20-1.02) 0.055
1298A>C AA 21(48.8) 73 (68.8) 1.0*
AC 20 (46.5) 24 (22.6) 2.90(1.26-6.71) 0.010
cC 2(4.6) 9(84) 0.77 (0.11 - 4.32)
AC+CC 22(51.1) 33(31.1) 232(1.06-5.11) 0.035
Total 677C>T cC 93 (51.1) 156 (49.5) 1.0*
CT 67 (36.8) 128 (40.6) 0.88 (0.58 — 1.32)
TT 22 (12.0) 31 (9.8) 1.19 (0.62 — 2.27)
CT+TT 89 (48.9) 159 (50.4) 0.94 (0.64 — 1.38)
1298A>C AA 104 190 (60.3) 1.0*
(57.1)
AC 62 (34.0) 104 (33.0) 1.09 (0.72 — 1.65)
cC 16 (8.7) 21(6.6) 1.39 (0.66 — 2.93)
AC+CC 78(42.8) 125(39.6) 1.14 (0.77 —1.68)

(*) Grupo de referéncia (OR = 1.0).
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5 CONCLUSOES

» Os polimorfismos C677T e A1298C estdo envolvidos no processo
leucemogénico;

» O gendtipo 667CT & um fator de protegdo a LMA em criangas n&o brancas;

» O gendtipo 1298AC esta associado ao aumento do risco de LMA na populagéo

analisada.
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6 APENDICE

Os dados a seguir foram obtidos durante o mestrado, entretanto, o numero de
pacientes ainda € insuficiente para uma publicacdo sendo necessario aumentar o
tamanho da amostra tanto de individuos portadores de LLA como de individuos que

formarao o grupo controle.

6.1 Analise do polimorfismo A2756G do gene MS

6.1.1 Metodologia

6.1.1.1 Coleta do material biolégico

Foram obtidos 5mL de amostras sanguineas por pungao venosa periférica, a
vacuo com EDTA, para extracdo de DNA dos leucdcitos. A amostra foi imediatamente
armazenada a -200C.

6.1.1.2 Extracdao do DNA de Amostra de Sangue

O DNA gendmico foi isolado dos leucocitos periféricos pelo método de Salting
Out (Miller et al, 1988). Inicialmente, foi realizada a lise da membrana plasmatica, onde
em um tubo eppendorf de 2mL, foi adicionado 300uL de sangue total e 1mL de tampéo
de lise celular, com 10 minutos de incubagao a temperatura ambiente. Posteriormente
foi realizada a centrifugacdo a 13.000rpm por 1 minuto. A proxima etapa, a lise de
nucleo, foi proporcionada pela solugao de lise nuclear (200uL) e SDS a 10% (50uL)
com posterior vortex vigoroso e adigao de proteinase K (10uL — 20mg/mL) seguindo-
se banho-maria a 65°C. Em seguida foi feita a remogao de proteinas celulares, através
da adigédo de 175uL de solugdo de NaCl a 5,3M, e centrifugacéo a 13.000rpm por 15
minutos. O DNA presente no sobrenadante foi transferido para outro tubo, no qual foi
adicionado 1mL de isopropanol, para precipita-lo e permitir sua visualizacao, apds a
agitacao do tubo. Posteriormente o DNA foi centrifugado a 13.000rpm por 10 minutos,
para a formagao do pellet de DNA. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e no
eppendorf foi adicionado 1mL de etanol a 70%. Antes da ultima centrifugacdo a

13.000rpm por 2 minutos, realizou-se um vortex rapido. O sobrenadante foi
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novamente descartado, para ser adicionado 150uL de solugédo de reidratagao (Tris
EDTA, pH 8).

6.1.1.3 Amplificagcao do DNA

A determinacéo do polimorfismo MS 2756A—G foi realizada segundo método
desenvolvido por Matsuo et al., 2001. O DNA gendmico foi amplificado com os
primers: 5'-TGTTCCCAGCTGTTAGATGAAAATC-3' e 5'-
GATCCAAAGCCTTTTACACTCCTC-3'. A PCR do DNA genbdmico foi realizada no
volume total de 24[]L, contendo 2,501L do primer1 (2,5pmol) e 2,5(1L de primer2
(2,5pmol); 13,5uL de H20 milliQ autoclavada; 2,5uL de PCR Buffer (10X) [50 mM kCl,
10 mM Tris-HCI ( pH 8.3)]; 2,0uL de dNTP (1mM); 1,0uL de MgCI2 (50mM), e 1,25
unidades (5U/uL) de enzima DNA Taq Polimerase (Invitrogen), em termociclador
Gradient da Eppendorf. As condi¢gdes dos ciclos térmicos foram: 2 min de
desnaturacao a 94°C, seguido de 40 ciclos de 94°C por 30s (desnaturagao), 60°C por
30s (pareamento), e 72°C por 30s (extensado), e uma extensao final por 5 min a 72°C.

6.1.1.4 Digestao

A digestao dos fragmentos amplificados da MS foi feita em reagdo contendo
todo produto amplificado, 8 pL de buffer Haelll 10X e 0,3pL de Haelll (Qbiogene), em
37°C por 48h.

6.1.1.5 Andlise da digestao e determinagao dos gendtipos

Os produtos da digestao foram analisados por eletroforese em gel de agarose
a 3%, o qual é constituido de 0,9g de agarose, 35mL de solugéo tampao TBE 1X e
1,8 uL de brometo de etidio (0.50/g/mL), e visualizados em transiluminador de UV
(Ultralum). Para a corrida das amostras digeridas foram aplicados 3L de xilenocianol
(loading) nos pogos do gel, e submergido em uma solugédo tampao TBE 1X na cuba
eletroforética, em uma voltagem de 100V por 20 min.

Os fragmentos resultantes da digestdo sdo de 211 pb para o alelo A e de 131
e 80 pb para o alelo G. Heterozigotos produzem bandas para cada alelo.
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6.1.2. Resultados para o polimorfismo A2756G da MS

Foram determinados os perfis genéticos de 41 pacientes portadores de LA e
32 controles para o polimorfismo A2756G da MS. Na tabela 1 pode ser verificado que
54% dos pacientes foram do sexo feminino, enquanto 46% foram do masculino. Nos
controles, 72% foram do sexo feminino, enquanto 28% foram do sexo masculino
(x2=2.522; GL=1). De acordo com a cor, nos pacientes foram encontrados 17% de cor
branca, 29% de cor ndo-branca e 54% n&o-informados, e nos controles, 41% eram
brancos e 59% néao-brancos (x2=0,072; GL=1). E sobre a procedéncia dos pacientes,
73% foram de Pernambuco, 25% da Paraiba e 2% do Rio grande do Norte,
diferentemente das amostras controles, que tiveram, na totalidade, procedéncia de
Pernambuco (¢2=16.666; GL=1).

TABELAZ3: Caracteristicas dos pacientes e controles investigados para o polimorfismo
A2756G da MS.

VARIAVEIS PACIENTES CONTROLES P
SEXO
Feminino 22 (54%) 23 (72%) 0.11*
Masculino 19 (46%) 9 (28%)
COR
Branca 7 (17%) 13 (41%) 0,78*
N&o branca 12 (29%) 19 (59%)
Nao informado 22 (54%) -
PROCEDENCIA
Pernambuco 30 (73%) 55 (100%) 0.00***
Paraiba 10 (25%) -
Rio Grande do Norte 1 (2%) -

*¢2=2.522; GL=1 **y2=0,072; GL=1 ***v2=16.666; GL=1
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Na Tabela 2 encontram-se descritas as frequéncias encontradas dos alelos
para o loco A2756G de pacientes e controles. As frequéncias dos alelos MS 2756G e

2756A foram bastante semelhantes para ambos os grupos (x?=0,03; p=0,86).

TABELA 4: Frequéncia dos alelos para o polimorfismo do loco

A2756G da MS em pacientes com LLA e controles

ALELOS PACIENTES CONTROLES P
A2756G N =82 N = 64 0,86*
2756G 15 11
2756A 67 53

A Tabela 3 apresenta as distribuicbes genotipicas do loco MS A2756G de
pacientes e controles. Inicialmente, foi investigado se as prevaléncias dos gendétipos
estavam de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, no loco estudado, tanto em
pacientes como nos controles. Como foi confirmado o estado de equilibrio indicando
auséncia de um mecanismo seletivo para qualquer um dos gendtipos, procedeu-se a
comparacgao das proporcdes dos mesmos entre pacientes LLA e controles, através do
qui-quadrado de heterogeneidade. Os dados obtidos ndo mostraram quaisquer
diferengas significantes entre os grupos. A homogeneidade das distribui¢cdes
genotipicas € uma evidéncia favoravel a hipétese de que os loco MS 2756GG néao

deve estar associado a LLA, em nossas amostras.
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TABELA 5: Prevaléncias dos gendtipos do loco MS A2756 em pacientes com LLA e

individuos saudaveis.

Gendtipos N° de casos (%) N° de controles (%) P
A2756G N= 41 N= 32 0,72
AA 27 (66%) 22 (69%)
AG 13 (32%) 9 (28%)
GG 1(2%) 1 (3%)

* - x?n=0,64; GL=2

Para estimar o papel potencial do homozigoto MS 2756GG, individualmente,
em relagdo aos demais gendtipos, quanto a susceptibilidade ao desenvolvimento da
LLA, foram calculados as odds ratios (OR), cujos resultados est&do dispostos na Tabela
4. Apesar da tendéncia dos portadores dos gendtipos MS 2756GG se mostrarem
menos susceptiveis a LLA (OR < 1), os resultados ndo chegaram a ser significantes
estatisticamente (p > 0,05).

TABELA 6: Susceptibilidade do homozigoto MS 2756GG ao desenvolvimento de LLA, em

relacdo aos demais gendtipos

Casos (%) Controles (%) OR 95% CI P
A2756G N= 41 N= 32
AA 27 (66%) 22 (69%) 1
AG 13 (32%) 9 (28%) 1,17 0.42-3.26 0,95
GG 1(2%) 1 (3%) 0,81 - 0,56

AG + GG 14 (34%) 10 (31%) 1,14 0.42-2.78 0,99
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6.1.3 Discusséo dos resultados da analise do polimorfismo A2756G

A MS pode ser alvo de quatro mutacdes, trés silenciosas e apenas uma
mutacdo com mudanga de aminoacido, resultando em uma troca de um acido
aspartico com uma glicina, A->G no nucleotideo 2756. Sua consequéncia € o aumento
na concentracao de acido folico no plasma, visto que o metil-THF é o substrato da MS

para na remetilagdo da homocisteina para a metionina (Put, 1997).

Embora o impacto funcional direto desse polimorfismo ndo tenha sido
claramente estabelecido, existem evidéncias que seja um polimorfismo ativo. Em
alguns estudos, individuos com gendétipo mutante para esse polimorfismo apresentam
baixa concentragcdo de homocisteina e alta concentragdo de acido folico no soro
(Dekou et al., 2001; Chen et al., 2001). Outros estudos, entretanto, ndo sugerem

diferengas funcionais (Jaques et al., 2003).

Quanto ao sexo, os resultados do presente trabalho ndo mostraram diferenca
significativa na incidéncia de leucemia entre homens e mulheres nas amostras. Alguns
estudos mostram que a incidéncia de LLA é maior em meninos do que em meninas e
esta diferenca se acentua na puberdade. A despeito da especulacdo acerca do
possivel papel dos hormdnios sexuais na leucemogénese, ainda ndo existe uma

explicagao plausivel para estas diferengas (Pombo-de-Oliveira et al, 2005).

Os resultados para a MS nao mostraram diferengas significativas entre os
grupos de pacientes e controles em relagao a prevaléncia dos genaétipos para o loco
A2756G e para a frequéncia de alelos. Portanto, ndo foi observada diferenca
significante para a redugao ao risco de desenvolvimento de LLA do genétipo mutante
em relagido ao selvagem, embora os resultados sugiram uma pequena reducédo nesse

risco.

Put et al sugerem que a mutacdo A2756G da MS seja provavelmente um
polimorfismo benigno devido a sua razoavel prevaléncia e auséncia de efeito no nivel

de homocisteina em seus trabalhos.
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6.2 Dados complementares do manuscrito do artigo cientifico: “Associacédo do
Polimorfismo C677T, do gene MTHFR, a reducgéo do risco para LMA em criangas nao

brancas brasileiras”

Os dados apresentados na tabela 5 sao referentes as frequéncias alélicas para
os polimorfismos C677T e a1298C nos portadores de LMA analisados e grupo
controle de acordo com a regido do Brasil. Estes dados séo relevantes, mas n&o séo

necessarios no manuscrito de artigo cientifico.

Tabela 7: Frequéncias alélicas para os polimorfismos C677T e A1298C em

portadores de LMA e controles de acordo com a regido de origem.

Polimorfismo | LMA | Controles
Sudeste
C677T
Alelo C 0,66 0,70
Alelo T 0,34 0,30
A1298C
Alelo A 0,77 0,73
Alelo C 0,33 0,27
Nordeste
C677T
Alelo C 0,86 0,58
Alelo T 0,14 0,42
A1298C
Alelo A 0,70 0,69
Alelo C 0,30 0,31
Sul
C677T
Alelo C 0,57 0,7
Alelo T 0,43 0,3
A1298C
Alelo A 0,86 0,72
Alelo C 0,14 0,28
Central
C677T
Alelo C 0,60 0,62
Alelo T 0,40 0,38
A1298C
Alelo A 0,65 0,84
Alelo C 0,35 0,16
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6.3 Termo de consentimento livre e esclarecido

Afirmacgéo introdutoria

A crianca pela qual vocé responde frente a equipe médica esta sendo
convidada a participar de um estudo de investigagao clinica para decidir se deseja ou
nao que ela participe, vocé precisa entender os beneficios e riscos do mesmo, a fim

de formar a sua opiniao.

Objetivo do estudo

O médico diagnosticou na crianga que vocé acompanha uma doenga conhecida
como leucemia, que é caracterizada por uma produgéo anormal de glébulos brancos
no sangue e acumulo de células jovens anormais na medula 6ssea. Neste estudo, ndo
serdo administrados medicamentos para esta doenca, mas através de uma coleta
unica de sangue, poderéo ser determinadas caracteristicas genéticas (caracteristicas
gue vem de nossos pais) que possam estar associadas com alteracdées que poderéao
estar ligadas a leucemia. Farao parte deste estudo criangas que apresentem
leucemias linfoide agudas. Através do estudo das caracteristicas genéticas, ou seja,

relacionadas com a leucemia poderao ser reconhecidos novos fatores de risco delas.

Procedimentos a serem seguidos

Apos vocé ter assinado o Consentimento Informado, sera coletada uma
amostra de sangue para os exames de laboratério. Através destes exames seréo
verificadas caracteristicas genéticas e fenotipicas que poderao estar associadas com
as leucemias. A crianca continuara a tomar todos os remédios que vem fazendo uso,
ou a critério de seu médico estes poderdo ser modificados no futuro se os seus
exames revelarem que outros poderiam ser mais apropriados. O estudo constara de
apenas uma visita médica e coleta de sangue. A crianga continuara a receber a
assisténcia ambulatorial que ja vinha sendo oferecida, sem prejuizo ou interrupgéo de
medicamentos que porventura ja esteja fazendo uso.

Desconforto e riscos
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Nenhum novo medicamento ou forma de tratamento sera testado na crianga
nao apresentando nenhum desconforto, pois a coleta de sangue sera realizada no
momento do diagndstico ou durante o tratamento sendo aproveitado para tanto o

sangue que normalmente é coletado para acompanhamento médico.

Exclusoes

Se vocé nao entender alguma palavra do texto, peca explicagbes ao seu

médico.

Beneficios aos participantes

A leucemia representa um grupo de doengas malignas que poderao incapacitar
o0 paciente ou mesmo leva-lo a morte. Ao deixar a crianca pela qual vocé é o
responsavel frente ao médico, enfermeiras e demais membros da equipe participar de
estudos como este vocé colaborara para que um maior conhecimento médico e

cientifico das leucemias em nosso pais seja conseguido.

Confidencialidade

A menos que sejam requeridos por lei, apenas o investigador, o comité de
revisdo e a Comissao de Etica irdo ter acesso a dados confidenciais que identificam o
paciente. Os resultados desta pesquisa poderao ser apresentados em reuniées ou em
publicacdes, no entanto vocé e a crianca ndo serdo identificadas nestas
apresentacdes. Todo o material biologico coletado neste estudo sera exclusivamente
utilizado para as pesquisas de variantes genéticas e fenotipicas especificadas no
protocolo, podendo ainda ser examinadas e descritas novas caracteristicas genéticas
relacionadas as leucemias. Este material ndo sera utilizado para outros estudos ou

utilizado para outros fins.

Novas descobertas

Se no decorrer deste estudo ou ao seu final surgir alguma conclusao relevante

para beneficio no tratamento da leucemia vocé sera informado a respeito.
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Pessoas para contato

O pesquisador ou seu substituto respondera a todas as perguntas, se vocé tiver
questdes adicionais no decorrer deste estudo sobre a pesquisa ou seus direitos como
um participante da pesquisa, podera dirigi-las a professora Maria Tereza Cartaxo
Muniz, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Disciplina de Bioquimica fones: 3423-8112 ou
3423-8582 ou professora Elizabete Malaquias Freitas Instituto de Ciéncias Biologicas
Disciplina de Genética fone: 3222-1127.

Participacao voluntaria
A crianga esta participando voluntariamente deste estudo. Vocé pode se recusar a
deixa-la participar do mesmo a qualquer momento, sem penalidades nem perda dos
beneficios que ela ja tem direito.
Consentimento Informado

Li o texto acima e estou ciente do conteudo deste formulario de consentimento.
Minhas perguntas foram respondidas. Autorizarei a crianga que acompanho em

participar. Recebi uma cépia deste formulario de consentimento.

Nome do paciente:

Assinatura do responsavel:
data:_/ [

Nome do investigador:

Assinatura:
data:_ / [/
Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:
data:_ / [/

Pessoa que conduziu o Termo de Consentimento:

Assinatura:
data:_/ [
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6.4 Artigo cientifico in press: “The role of methylenetetrahydrofolate reductase in acute

lymphoblastic leukemia in a Brazilian mixed population”

“The role of methylenetetrahydrofolate reductase in acute lymphoblastic

leukemia in a Brazilian mixed population”

Crisiane Wais Zanrosso?, Ana HatagimaP, Mariana Emerenciano?, Flavio Ramos¢,
Alexandre Figueiredo?, Témis Maria Félixd, Sandra L. Segal®, Roberto Guigliani¢,

Maria Tereza Cartaxo Muniz®, Maria S. Pombo-de-Oliveira?,

a Divisao de Medicina Experimental, Centro de Pesquisa, Instituto Nacional de Cancer,

Rua André Cavalcanti, 37, CEP 20231-050 Rio de Janeiro, Brazil

b Departamento de Genética, Instituto Oswaldo Cruz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil
¢ Divisado de Biologia Molecular do Departamento de Biologia do ICB-UPE, Recife, Pernambuco, Brazil

d Servigo de Genética Médica, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil

Este artigo foi produzido durante o periodo de realizagdo do mestrado a partir
da parceria cientifica entre o Instituto Nacional de Cancer representado pela Dr® Maria
do Socorro Pombo de Oliveira e o Centro de Oncologia pediatrica da Universidade de
Pernambuco representado pela Prof? Dr? Maria Tereza Cartaxo Muniz. O mestrando

e sua co-orientadora foram co-autores do presente artigo.
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Abstract

The polymorphisms in the methylenetetrahydrofolate reductase (MTH. FR) gene are associated with leukemogenesis. In order to investigate
the influence of two polymorphisms in the MTHFR gene, 677C>T and 1298A > C, on the risk of acute lymphoblastic leukemia (ALL) we
performed a case-control study in children from different Brazilians’ regions. Genotyping of 176 ALL and 199 unsclected healthy subjects
was performed using PCR-RFLP assay. There was no association between the 677C> T or 1298A > C and risk of ALL in total case—control
sample. However, 677T allele was linked to a decrease risk of ALL [odds ratio (OR), 0.43; 95% confidence interval (C1), 0.22-0.86], whereas
the 1298A > C polymorphism presents an elevated risk factor [OR, 2.01; 95% CI, 1.01- 3.99] in non-White children. Our investigation provides
interesting data concerning the opposite effect of A1298C polymorphisms, particularly in the light of relatively scarce data regarding the

MTHFR role in leukemia susceptibility in different populations.
© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: MTHFR; Polymorphism; Childhood acute Jeukemia

1. Introduction

Recently, inheritance of mutant alleles of methylenete-
trahydrofolate reductase (MTHFR) has been linked to the
risk of molecularly defined acute lymphoblastic leukemia
(ALL) subtypes according to epidemiological studies [1].
The rational is that the folate metabolism pathways lead to the
irreversible conversion of 5,10-methylenetetrahydrofolate to

Abbreviations: ALL, acute lymphoblastic leukemia; BpALL, B-cell pre-
cursor acute lymphoblastic leukemia; Cl, confidence interval, GBTLI, Grupo
Brasileiro para Tratamento de Leucemias Infantil; MTHFR, methylenete-
trahydrofolate reductase; na, not applied; OR, odds ratio; T-ALL, T-cell
acute lymphoblastic leukemia

* Corresponding author. Tel.: +55 21 32331324; fax: +55 21 32331470.

E-mail address: mpombo@inca.gov.br (M.S. Pombo-de-Oliveira).

0145-2126/8 - see front matter © 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/.leukres.2005.08.008

5-methylenetetrahydrofolate, toward methionine and DNA
synthesis. Folate deficiency has been associated with uracil
miss incorporation into DNA, leading to double strand DNA
breaks during uracil excision repair and increasing the risk of
chromosomal aberrations that is presumably the onset of the
leukemogenic process [2]. Furthermore, the value of folate
supplementation during pregnancy was shown to prevent
acute leukemia in children. The results strongly suggest that
genetic polymorphisms and environment interaction might
play a role in the susceptibility to childhood ALL [3]. In
order to understand the multi-factors that influence the leuke-
mogenesis in a heteregeneous population, we investigated
the influence of two polymorphisms of the MTHFR gene,
677C>T and 1298A > C, on the risk of ALL in three differ-
ent regions in Brazil.
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Table 1
Main characteristics of ALL and controls

Case, n=176 (%)

Characteristic Control, =199 (%)

Sex

Male 92 (52.3) 83 (41.7)

Female 84 (47.7) 116 (58.3)
Race

White 94 (53.4) 120 (60.3)

Non-White 82 (46.6) 79 (39.7)
Acute leukemia

BpALL 167 (94.9) na

T-ALL 9(5.1) na
Regions of Brazil

South 15 (8.5) 57(28.7)

Southeast 79 (44.9) 59 (29.6)

Northeast 82 (46.6) 83(41.7)
Total 176 (100) 199 (100)

m: total number; BpALL: B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia:
T-ALL: T-cell acute lymphoblastic lenkemia; na: not applied.

2. Methods
2.1. Subjects

A series of 176 children with ALL was subjected to
immune-molecular studies including genetic polymorphism
analysis before any chemotherapeutic treatment. Cases evalu-
ated in this study came from three different Brazilian regions:
(i) Rio de Janeiro, Séo Paulo and Minas Gerais (South-
east region); (ii) Pernambuco, Paraiba and Bahia (Northeast
region); (iii) Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul (South
region). The main clinical and demographical characteris-
tics of cases and centrols are shown in Table 1. The majority
of the cases (95%) were B-cell precursor ALL (BpALL) with
the mean age of 6.2 years old, whereas in control group, the
mean age was 25 years old. The proportion of ALL enrolled in
the Grupo Brasileiro para Tratamento de Leucemia Infantil
[GBTLI-93,99] clinical trials was estimated in 85% of cases.

Controls consisted of blood samples obtained from uns-
elected healthy subjects from the same regions of cases
(n=199). Informed consent was obtained from all parents or
responsible for the subject, after easy-to-understand expla-
nations of the issues related to this study. The race variables
were considered according to the definition of skin colour
complexion provided by the mother of each child and by the
nterviewers of the cases and controls. Because of the hetero-
geneous phylogeography of the Brazilians, the distribution
i this study was categorized into two major groups: Whites
(mainly Brazilians from European descent) and non-Whites
(admixture of Amerindians, Europeans and Africans).

2.2. Genotyping of MTHFR variants

Genotyping was performed by polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism technique on DNA

from peripheral blood samples as previously described by
Wiemels et al. [1].

2.3. Statistical analysis

Maximum likelihcod method was used to estimate the
allelic frequencies and the goodness of fit of phenotype dis-
tribution to Hardy-Weinberg equilibrium was tested by chi-
square. Comparison among race and region groups was per-
formed through contingency tables analyzed by chi-square
or Fisher exact test. The analysis was carried out using the
SPSS Statistical Package (Version 11.5) to estimate odds
ratios (OR) and confidence intervals at 95% (95% ClI) sig-
nificance level.

3. Results

The frequencies of mutant alleles (Estandard error)
in ALL and controls are 0.25+0.02 and 0.3140.02 for
MTHFR 677T and 0.28 £ 0.02 and 0.25 4- 0.02 for MTHFR
1298C, respectively. Both groups, ALL cases and controls,
showed a good fit to Hardy—Weinberg’s genetic equilib-
rium model in relation to observed and expected genotypic
frequencies for MTHFR 677C>T and 1298A > C polymor-
phisms (data not shown), Table 2 shows the frequencies of
MTHFR 677 genotypes, as well as, MTHFR 1298 geno-
types and, MTHFR 677C > T and 1298A > C polymorphisms
distribution in cases and controls, in different Brazilian
regions. There was no association between the 677C>T or
1298A>C and risk of ALL in total case—control sample,
but the OR for ALL linked to MTHFR 677CT heterozy-
gotes was 0.49 (95% CI, 0.23-1.00) in Northeast region.
The distribution of MTHFR genotypes according to race is
shown in Table 3. In non-White children a protective effect
for 677C>T was found for both heterozygotes [OR, 0.46;
95% CI, 0.22-0.97] and overall (CT+TT) [OR, 0.43; 95%
CI, 0.22-0.86]. On the other hand, an increased risk of ALL
was observed in 1298A > C for both heterozygotes [OR, 2.10;
95% Cl, 1.03—4.29] and overall (AC+CC) [OR, 2.01; 95%
CI, 1.01-3.99]. No associations were observed in White chil-
dren group in all analysis performed. In order to identify
which factor (geographical or race) was responsible for the
associations found, an independent analysis of the North-
east region, stratified by race, was performed in Table 4.
This resulted in a drawback related to the small number of
subjects. Significant associations were observed only in non-
White children [OR, 0.33; 95% CI, 0.13-0.82] for 677C>T
and [OR, 2.93; 95% CI, 1.22-7.08] for 1298A>C.

4. Discussion
The causes of the majority of ALL are unknown and

commonly involve gene—environment interactions that may
result in chromosome translocations. This study showed a



57

C.W. Zaniosso et al. / Leukemiu Research 30 (2006) 47781 479

Table 2

Distribution of MTHFR genotypes in ALL and controls according to region of Brazil

Polymorphism MTHFR ALL, n (%) Controls, n (%) ALL vs. controls, OR (95% CI}
South
677C>T CC 3(57.2) 29(51.8) 1.0
cr 5(35.7) 20 (35.7) 0.91(0.22 3.7)
T 1(7.1) 7(12.5) 0.52 (0.02 5.54)
CT+TT 6(42.8) 27 (48.2) 0.81 (0.21-3.02)
1298A>C AA 4(36.4) 30(52.6) 1.0¢
AC 5(454) 23 (40.3) 1.63 (0.33-8.35)
cC 2(182) 4(7.1) 3.75(0.34-40.39)
ACH+CC 7(63.6) 27 (47.4) 1.94 (0.44-9.04)
Southeast
677C>T CC 39(53.4) 27 (45.7) 1.0*
T 29(39.8) 25 (42.4) 0.80 (0.36-1.77)
TT 5(6.8) 7(11.9) 0.49 (0.12-1.99)
CT+TT 34 (46.6) 32 (54.3) 0.74 (0.35-1.55)
1298A>C AA 40 (52.0) 31 (52.5) 1.0*
AC 31(40.2) 23 (39.0) 1.04(0.48 2.27)
cc 6(19) 5(8.5) 0.93 (0.22 -3.94)
AC+CC 37 (48.0) 28 (47.5) 1.02 (0.49-2.14)
Northeast
677C>T o 49 (62.9) 40 (48.2) 1.0
cT 22(282) 37 (44.6) 0.49 (0.23 1.00)
T 7(8.9) 6(7.2) 0.95 (0.26 3.53)
CT+TT 29(37.1) 43(51.8) 0.55 (0.28-1.08)
1298A>C AA 39(48.7) 50 (60.2) 1.0%
AC 38 (47.5) 30 (36.2) 1.62(0.82 3.23)
o6 31(38) 3(3.6) 1.28 (0.19 8.55)
AC+CC 41(512) 33 (39.8) 1.59 (0.82 3.11)
Total
677C>T CcC 96 (58.2) 96 (48.5) 1.0°
CT 56 (33.9) 82 (41.4) 0.68 (0.43-1.09)
S 13(1.9) 20 (10.1) 0.65 (0.29- 1.46)
CT+TT 69 (41.8) 102 (51.5) 0.68 (0.44-1.05)
1298A>C AA 83(49.4) 111 (55.8) 1.0*
AC 74 (44.1) 76 (38.2) 1.30 (0.83 2.04)
cc 11 (6.5) 12 (6.0) 1.23 (0.48 3.15)
AC+CC 85 (50.6) 88 (44.2) 1.29 (0.84--1.99)

@ Reference group (OR = 1.0).

protective role of MTHFR 677C >T polymorphism in non-
White children, linked to a significant 2.18-fold decreased
risk of developing ALL, whereas the 1298A>C polymor-
phism demonstrated a significant 2.01-fold increased risk for
ALL. These risks were noteworthy when only the Northeast
region was analyzed: 3.00-fold decreased risk for MTHFR
677C>T and 2.93-fold increased risk for 1298A>C of
developing ALL, in non-White children. The frequencies
of the different subtypes of ALL have been related to age,
ethnicity and social conditions in different countries and
folate deficiency has been associated with uracil misin-
corporation into DNA and the increased risk of chromo-
somal aberrations [2]. For instance, a case—control study
with Australian children demonstrated that folate supple-
mentation during pregnancy reduced the risk of ALL, and
that the protective effect of the MTHFR polymorphisms

depended on adequate folate intake [4]. Franco et al. also
demonstrated a reduced risk of ALL [OR, 0.4 (0.2-0.8)]
associated with 677T allele, and no significant association
with 1298A>C genotypes, however their data suggested a
trend to risk factor to 1298A>C [5]. This Brazilian study
was small and characterized in its majority by White chil-
dren, while in our cohort the non-White children are well
represented.

The opposite effect of 1298A>C polymorphisms in
our study was surprising when compared to other reports
about leukemia susceptibility. In addition, manutrition in
lower socio-economic status was associated with cthnicity
of African descent in Brazil [6]. Therefore, further studies
are necessary to explain how these combined risk factors,
1298A > C and lack of folate supplementation influence the
high risk in the leukemogenesis process.
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Distribution of MTHFR genotypes in ALL and controls according to race

Polymorphism MTHFR ALL, n (%) Controls, n (%) ALL vs. controls, OR (95% C1) P, Yates corrected
White
677C>T GG 43 (50.0) 59 (49.6) 1.0*
CT 35(40.7) 50 (42.0) 0.96 (0.50-1.80)
TT 8(9.3) 10 (8.4) 1.10 (0.36-3.34)
CT+TT 43 (50.0) 60 (50.4) 0.98 (0.54 1.78)
1298A>C AA 48(533) 62(51.7) 1L.0?
AC 35 (38.9) 50 (41.6) 0.90 (0.49-1.67)
cC 7(1.8) 8(6.7) 1.13 (0.34-3.75)
AC+CC 42 (46.7) 58 (48.3) 0.94 (0.52-1.68)
Non-White
677C>T CC 53(67.0) 37 (46.8) 1.0
CT 21(26.6) 32 (40.5) 0.46 (0.22-0.97) 0.040
T 5(6.4) 10 (12.7) 0.35 (0.09--1.24)
CT+TT 26 (32.9) 42 (53.2) 0.43 (0.22-0.86) 0.015
1298A>C AA 35(44.9) 49 (62.0) 1.0*
AC 39 (50.0) 26 (32.9) 2.10 (1,03 4.29) 0.040
cc 465.1) 4(5.1) 1.40 (0.27-7.28)
AC+CC 43 (55.1) 30 (38.0) 2.01 (1.01-3.99) 0.046

? Reference group (OR = 1.0).

Table 4

Distribution of MTHFR genotypes in childhood leukemia and controls according to race in the Northeast region

Polymorphism MTHFR ALL, n (%) Controls, n (%) ALL vs. controls, OR (95% CI} P, Yates corrected
Northeast, White
677C>T cc 13(46.4) 16 (51.6) 1.0*
CT 11(39.3) 14(45.1) 0.97 (0.29-3.26)
TT 4(14.3) 1(3.2) 4.92 (0.41-131.28)
CT+TT 15 (53.6) 15 (48.4) 1.23 (0.39-3.89)
1298A>C AA 20 (68.9) 17 (54.8) 1.0*
AC 9(31.1) 13 (41.9) 0.59 (0.18-1.94)
cc 0(0) 1(3.3) 0.0 (0.0-16.21)
AC+CC 9(31.1) 14 (45.2) 0.55(0.17 1.78)
Northeast, non-White
677C>T (¢3! 36 (72.0) 24 (46.2) 1.0%
cT 11 (22.0) 23 (44.2) 0.32 (0.12-0.84) 0.018
T 3(6.0) 5(9.6) 0.40 (0.07-2.19)
CT+TT 14 (28.0) 28(53.8) 0.33 (0.13-0.82) 0.014
1298A>C AA 19(37.3) 33 (63.5) 10"
AC 29(56.8) 17(32.7) 2.96 (1.20-7.36) 0.016
cc 3(5.9) 2(3.8) 2,61 (0.31-24.96)
AC+CC 32(62.7) 19 (36.5) 2.93 (1.22-7.08) 0.014

* Reference group (OR =1.0).
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7 ANEXOS

7.1 Instrugdo para autores - revista Genetics and Molecular Biology

Scope and policy

Genetics and Molecular Biology (formerly named Revista Brasileira de
Genética/Brazilian Journal of Genetics - ISSN 0100-8455) is published quarterly by the
Sociedade Brasileira de Genética (Brazilian Society of Genetics).

The Journal considers contributions that present the results of original research
in genetics, evolution and related scientific disciplines.

Although Genetics and Molecular Biology is an official publication of the
Brazilian Society of Genetics, contributors are not required to be members of the
Society.

It is a fundamental condition that submitted manuscripts have not been and will
not be published elsewhere. With the acceptance of a manuscript for publication, the
publishers acquire full and exclusive copyright for all languages and countries.

Manuscripts considered in conformity with the scope of the journal as judged by
the Editor in conjunction with the Editorial Board are reviewed by the Associate Editors
and two or more external reviewers. Acceptance by the Editor is based on the quality
of the work as substantial contribution to the field and on the overall presentation of

the manuscript.

Submission of papers

1. Manuscripts should be submitted to Fabio de Melo Sene, Editor-in-Chief in the

address below.

2. A submission package sent to the Editorial Office must contain:

A cover letter signed by all authors stating that they have approved the
submission of the manuscript and that the findings have not been published or are not
under consideration for publication elsewhere.

A copy of the manuscript, including original figures.
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A copy of any unpublished or in-press companion articles referred to in the
submission.

A copy of the text, tables and figures on a disk. Be sure that the disk is
adequately protected. Formats for text are Word or RTF, in Windows platform. Images
in TIFF or JPEG formats should be sent in separate files (For Figures, see detailed
instructions in 3.1.g). Disk must be labeled with the first author's last name, platform
and software. (See detailed instructions below). Failure to adhere to these guidelines
can delay the handling of your contribution, and manuscripts may be returned before

being reviewed.

3. Categories of Contribution

3.1. Research Articles

Manuscripts must be written in English in double-spaced, 12-point type
throughout, including the References Cited section, appendices, tables and legends;
printed on one side only of A4 paper with 2.5 cm margins; marked with consecutive
page numbers, beginning with the cover page. The following elements must start on a

new page and be ordered as they are listed below:

a) The title page must contain: a concise and informative title; the authors' names (first
name at full length); the authors' institutional affiliation, including department,
institution, city, state or province and country; different affiliations indicated with
superscript numbers; a short running title of about 35 characters, including spaces; up
to five key words; the corresponding author's name, postal address, phone and fax
numbers and email address. The corresponding author is the person responsible for
checking the page proofs, arranging for the payment of color illustrations and author's
alteration charges.

b) The Abstract must be a single paragraph that does not exceed 200 words and
summarizes the main results and conclusions of the study. It should not contain
references.

c) The text must be as succinct as possible. Text citations: articles should be referred
to by authors' surnames and date of publication; citations with two authors must include

both names; in citations with three or more authors, name the first author and use "et
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al". Only articles that are published or in press should be cited. In the case of personal
communications or unpublished results, all contributors must be listed by initials and
last name ("et al" should not be used). Numbers: In the text, numbers nine or less must
be written out except as part of a date, a fraction or decimal, a percentage, or a unit of
measurement. Use Arabic numerals for numbers larger than nine. Avoid starting a
sentence with a number. Binomial Names: Latin names of genera, species and
intraspecific taxa in the text must be printed in italics; names of orders and families
should be in the Title.

The text includes the following elements:

Introduction - Description of the background that led to the study.

Material (or Subjects) and Methods - Details relevant to the conduct of the study.
Statistical methods should be explained at the end of this section.

Results - Undue repetition in text and tables should be avoided. Comment on
significance of results is appropriate but broader discussion should be part of the
Discussion section.

Discussion - The findings of the study should be placed in context of relevant
published data. Ideas presented in other publications should not be discussed solely
to make an exhaustive presentation.

Some manuscripts may require different formats appropriate to their content.

d) The Acknowledgments must be a single paragraph that immediately follows the
discussion and includes references to grant support.

e) The References Section: citations must be ordered alphabetically by the first
author; only articles that are published or in press should be included; personal
communications must be cited within the text; journal titles must be abbreviated

according to Medline (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/jrbrowser.cgi).

Sample journal article citation:

Breuer ME and Pavan C (1955) Behaviour of polytene chromosomes of Rhynchosciara
angelae at different stages of larval development. Chromosoma 7:371-386.
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Bertollo LAC, Takahashi CS and Moreira-Filho O (1978) Cytotaxonomic consideration
on Hoplias lacerdae (Pisces, Erythrinidae). Rev Bras Genet 1:103-120.

Sample book citation:

Salzano FM and Freire-Maia N (1967) Populacdes Brasileiras. Companhia Editora
Nacional and EDUSP, Sao Paulo, 178 pp.

Dobzhansky T (1951) Genetics and Origin of Species. 3rd edition. Columbia University
Press, New York, 364 pp.

Sample chapter-in-book citation:

Carvalho A, Monaco LC and Krug CA (1966) Melhoramento genético das plantas e
sua repercussao econdmica. In: Pavan C and da Cunha AB (eds) Elementos de
Genética. 2nd ed. EDUSP and Companhia Editora Nacional, Sdo Paulo, pp 587-653.
Sample abstracts in meeting citation:

Basile R (1973) Cromossomos Politénicos em células nutritivas de ovdcitos de ovario
atrofiado de Rhyncosciara. Ciénc e Cult 25 (suppl): 248. XXV Reunido Anual da SBPC,
Rio de Janeiro, Brazil.

Sample Thesis/Dissertation citation:

Frota-Pessoa O (1953) Revision of the Tripunctata group of Drosophila with

description of fifteen new species. PhD Thesis, Universidade do Brasil, Rio de Janeiro.

Sample Electronic Article citation:

Simin K, Wu H, Lu L, Pinkel D, Albertson D, Cardiff RD, Van Dyke T (2004) pRb
Inactivation in Mammary Cells Reveals Common Mechanisms for Tumor Initiation and
Progression in Divergent Epithelia. Plos Biol 2: 194-205. http://www.plosbiology.org.
Sample Electronic Database citation:

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM

f) Tables each table must start on a new page. A concise title should be provided above
the table. Tables must be numbered consecutively in Arabic numerals. Each column
must have a title in the box head. Footnotes typed directly below the table should be
indicated in lowercase superscript numbers.

g) Figures must be numbered consecutively in Arabic numerals. Legends should be
typed on a separate sheet. A set of original illustrations of the highest quality must be
provided in glossy paper. If you have created figures electronically submit them also

as hard copies. Scanned figures should not be submitted. Images should be in TIFF
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or JPEG format and provided in separate files. Figures in Word format cannot be
published. Journal quality reproduction will require grayscale and color at resolution
yielding 300 dpi. Authors should submit bitmapped line art at resolution yielding 600-
1200 dpi. These resolutions refer to the output size of the file; if it is anticipated that
images will be enlarged or reduced, the resolutions should be adjusted accordingly.
Identify each illustration by affixing on the back a label containing: the number of the
figure, the name of the first author and an arrow indicating top of illustration.
lllustrations supplied on disks must follow instructions in item 2 (Submission package).
Color illustration can be accepted, but authors are asked to defray the cost. For costs
of color figures, check with the Editorial Office.

h) Nomenclature: current standard international nomenclature should be adhered to.
i) Sequences may appear in text or in figure. DNA, RNA and protein sequences equal
to or greater than 50 units must be entered into public databases. The accession
number must be provided and released to the general public together with publication
of the article. Long sequences requiring more than two pages to reproduce will not be
published unless the Editorial decision is that the publication is necessary. Complete
mtDNA sequence will not be published.

j) Data access: reference should be made to availability of detailed data and materials
used for reported studies.

k) Ethical issues: Reports of experiments on live vertebrates must include a brief
statement that the work was approved by the institutional review board. For
experiments involving human subjects, authors must also include a statement that
informed consent was obtained from all subjects. If photos or any other identifiable

data are included, a copy of the signed consent must accompany the manuscript.

3.2 Short Communications present brief observations that do not warrant full-length
articles. They should not be considered preliminary communications. They should be
15 or fewer typed pages in double spaced 12-point type, including literature cited. They
should include an Abstract no longer than five percent of the paper's length and no
further subdivision with introduction, material and methods, results and discussion in a
single section. Up to two tables and two figures may be submitted. The title page and

reference section format is that of full-length article.
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3.3 Letters to the Editor relate or respond to recent published items in the journal.
Discussions of political, social and ethical issues of interest to geneticists are also

welcome in this form.

3.4 Review Articles are welcome.

3.5 Book Reviews: publishers are invited to submit books on Genetics, Evolution and
related disciplines, for review in the journal. Aspiring reviewers may propose writing a

review.

3.6 History, Story and Memories: accounts on historical aspects of Genetics relating to

Brazil.
4. Proofs: Page proofs will be sent to the corresponding author. Changes made to page
proofs, apart from printer's errors, will be charged to the authors. Notes added in proof

require Editorial approval.

5. Reprints are free of charge and provided as a pdf-file
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