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RESUMO

Obijetivo: O cancer resulta de processos multiplos que envolvem erros genéticos e epigenéticos
cumulativos dos oncogenes e genes supressores de tumor. Estudos identificaram que os genes
da RASSF1A e HICL1 estdo hipermetilados nos individuos com pélipo adenomatoso (leséo pré-
maligna) e céancer colorretal (CCR), 0 que sugere a possibilidade de serem uteis como
biomarcadores epigenéticos deste tipo de cancer, em seu estagio inicial. J& esté estabelecido
que o estilo de vida e os habitos alimentares inadequados constituem fatores de risco para
desenvolvimento do CCR. Assim, este estudo teve o0 objetivo de avaliar a associagdo entre o
consumo alimentar e a metilacdo dos marcadores epigenéticos RASSF1A e HIC1 em uma
populacdo em rastreamento para CCR.

Meétodo: Estudo transversal, conduzido com 106 individuos submetidos ao rastreamento do
CCR, distribuidos em cinco grupos de acordo com o diagnostico colonoscopico e/ou
histopatoldgico: saudavel, inflamatério, hiperplasico, adenoma e cancer colorretal. Coletaram-
se informacdes sobre consumo, antropometria, perfil socioecondmico, habitos de vida, amostra
sanguinea e biopsia. Utilizou-se os programas Nutrition Data System for Research para analise
dos dois recordatérios de 24h e Multiple Source Method, para correcdo da distribuicdo de
consumo de nutrientes e alimentos dos participantes. Realizaram-se exames bioguimicos de
glicemia, lipidograma, proteinograma e hemograma. Utilizou-se a reacdo em cadeia da
polimerase metilacdo especifica para analisar o padrdo de metilacdo dos genes RASSF1A e
HIC1 nas bidpsias. Para andlise estatistica descritiva, foram aplicados testes paramétricos e ndo
paramétricos e, a fim de verificar os fatores que exerciam influéncia sobre a metilacdo dos
marcadores epigenéticos, aplicou-se a Regressdo Logistica Multivariada para os dois genes
estudados. Os resultados foram apresentados em percentuais e medianas, com nivel de
significancia p < 0,050.

Resultados: Houve diferenca significativa entre os grupos para as varidveis alcool (p=0,027) e
O0mega-3 dietético (p=0,049), e ndo houve diferenca significativa em relacdo a variaveis
sociodemograficas, indicadores nutricionais, perfil clinico, habitos e estilo de vida, exames
bioquimicos e perfil de consumo energético e nutricional. No que se refere ao padrdo de
metilagdo, houve diferenca significativa entre os grupos nos genes RASSF1A (p=0,038) e HIC1
(p=0,000). Os fatores que contribuiram para elevar a chance de metilacdo do RASSF1A foram:
consumo de vitamina B6 com Odds Ratio (OR) 5,26; Intervalo de Confianga (IC) 1,74-15,91 e
metilacdo do HIC1 com OR 6,51; IC 1,26-33,59. Ja as variaveis que contribuiram para reduzir
a chance de metilagdo do RASSF1A foram: &lcool com OR 0,31; IC 0,11-0,88 e a % caldrico
do carboidrato com OR 0,87; IC 0,78-0,98. Para 0 HIC1, a chance de metilagdo mostrou-se
aumentada com a proteina total plasméatica e metilacdo do RASSF1A, que apresentaram OR
4,81; 1C 1,05-21,97 e OR 15,13; IC 2,99-76,58, respectivamente.

Conclusdo: Em individuos submetidos ao rastreamento para CCR, a metilacdo do gene

RASSF1A apresentou associacdo com habitos de vida, tais como consumo de energia
proveniente do carboidrato, alcool e vitamina B6, porém no sentido oposto a hipétese do estudo.
Né&o se identificou associacdo entre a metilagdo do gene HIC1 e os componentes do estilo de
vida.

Palavras-chave: Cancer colorretal; Consumo alimentar; Metilacdo de DNA; RASSF1A; HICL.



ABSTRACT

Objective: Cancer is the result of multiple processes that involve cumulative genetic and
epigenetic errors in the oncogenes and tumor suppressor genes. Studies have identified that the
RASSF1A and HIC1 genes are hypermethylated in individuals with adenomatous polyps
(premalignant lesions) and colorectal cancer (CRC), suggesting the possibility to be useful
epigenetic biomarkers for this kind of cancer in its initial state. It’s already established that the
inadequate lifestyle and eating habits are risk factors for the development of CRC. Thus, this
study aimed to evaluate the relationship between food intake and the methylation of the
epigenetic markers RASSF1A and HIC1 in a population screening for CRC.

Methods: A cross-sectional study was conducted with 106 individuals submitted to CRC
screening and distributed in five groups according to the colonoscopy and/or histopathologic
diagnosis: healthy, inflammatory, hyperplastic, adenoid and colorectal cancer. The data
collected included: food intake, anthropometry, socioeconomic profile, life style habits, blood
sample, and biopsy. The softwares Nutrition Data System for Research, which was used for
analysis of the two 24-hour recalls, and Multiple Source Method, that was used to correct for
the variability in the estimated intra individual intakes of nutrients and food by the patients,
were used. Biochemical determinations of glycemia, lipidogram, proteinogram and hemogram
were performed. Methylation-specific polymerase chain reaction was used to analyze the
pattern of methylation of the genes RASSF1A and HIC1 in the biopsies. In the descriptive
statistical analysis, parametric and nonparametric tests were applied. Multivariate logistic
regression of studied genes were performed to evaluate the factors associated with the
methylation of the epigenetic markers. The results were presented as percentages and medians,
with p < 0.050 as significance level.

Results: There was a significant difference among the groups for the variables alcohol intake
(p=0.027) and dietary omega 3 (p=0.049), and there was no significant difference for the
following variables: sociodemographic, nutritional indicators, clinical profile, habits and
lifestyle, biochemical exams and energetic and nutritional consumption. In relation to the
methylation patterns, there were significant differences between groups in the genes RASSF1A
(p=0.038) and HIC1 (p=0.000). Factors that contributed to the increased chance of methylation
of the RASSF1A were the intake of vitamin B6 with Odds Ratio (OR) 5.26; and Confidence
Interval (Cl) 1.74-15.91; and methylation of the HIC1 with OR 6.51; CI 1.26-33.59. The
variables that contributed to the decreased chance of methylation of the RASSF1A were alcohol
with OR 0.31; C1 0.11-0.88 and the caloric percentage of carbohydrate with OR 0.87; C1 0.78-
0.98. For the HIC1, the chance of methylation was increased with the total plasmatic protein
and methylation of the RASSF1A, with OR: 4.81; CI 1.05-21.97 and OR 15.13; CI 2.99-76.58,
respectively.

Conclusion: In individuals submitted to CRC screening, the methylation of the RASSF1A gene
showed association with lifestyle, such as the intake of energy from carbohydrates, alcohol and
vitamin B6 consumption, but in the opposite results to the hypothesis of the study. No
association was seen between the methylation of the HIC1 gene with lifestyle components.

Keywords: Colorectal cancer; Food consumption; DNA methylation; RASSF1A; HIC1.
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1 INTRODUCAO

O céancer, atualmente, é a segunda causa de morte no mundo, com 8,2 milhdes de 6bitos
por ano. Os tipos de cancer mais comuns s&o os de pulm&o, mama e colorretal, este dltimo
responsavel por 694.000 mortes no mundo em 2012 (FERLAY et al., 2015).

E consenso na literatura que os fatores genéticos e ambientais, que incluem atividade
fisica e habitos alimentares, sdo determinantes do risco de desenvolvimento do céncer. De
acordo com o World Cancer Research Fund (2007), as principais causas sdo fatores ambientais
como tabagismo, consumo de alcool, aumento da massa corpérea, sedentarismo, exposicao a
carcindgenos e dieta (WCRF/AICR, 2007; BOSMAN et al., 2010).

Dentre os fatores associados ao desenvolvimento do cancer colorretal (CCR): histéria
familiar, predisposicdo genetica e idade (HERCEG, 2007).

O cancer resulta de processos multiplos que envolvem erros genéticos e epigenéticos
cumulativos (BOSMAN et al., 2010). O efeito combinado da ativacdo de oncogenes e
inativacdo de genes supressores do tumor esta na base da progressao da doenca. Na modulacédo
epigenética do processo carcinogénico, um dos mecanismos diz respeito a metilacdo do DNA
que age silenciando a expressao de um gene (POWERS, 2005). No CCR, como em outros tipos
de canceres, a metilagdo aberrante nas ilhas CpG das regides promotoras do gene pode levar ao
silenciamento transcricional de genes supressores de tumor, nos varios estagios da
tumorigéneses. Este achado foi verificado em bidpsias de individuos com CCR (ZOU et al.,
2007; SILVA et al., 2013).

Entretanto, as complexas interacGes entre fatores ambientais, genéticos e epigenéticos
no desenvolvimento do cancer ainda ndo estdo totalmente compreendidas. Na etiologia de
tumores malignos, modificacdes epigenéticas poderiam promover alteracbes em genes
susceptiveis a fatores ambientais. A potencial reversibilidade das alteracdes epigenéticas sugere
que poderiam ser moduladas pela nutricdo por meio de nutrientes e compostos bioativos dos
alimentos (CBAs) (SUPIC; JAGODIC; MAGIC, 2013). Os genes RASSF1A e HIC1 atuam no
ciclo celular e em outros processos regulatorios na célula, e sdo descritos na literatura como
genes supressores de cancer.

Estudos recentes tém focado nas mutacGes e nos padrdes de metilacéo de diversos genes
implicados no desenvolvimento de CCR (CASSINOTTI et al., 2012; HINOUE et al., 2012,
SAKAMOTO et al., 2004). Identificar as interacdes entre as alteracBes epigenéticas e o

consumo alimentar pode auxiliar no estabelecimento de ac¢des direcionadas a modifica¢bes do
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panorama epidemioldgico para prevengdo do CCR, sobretudo nas fases iniciais da malignizacéo
(SUPIC; JAGODIC; MAGIC, 2013).

Neste contexto, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de investigar as
possiveis associacfes entre os componentes do consumo alimentar e as modificacbes

epigenéticas em uma populacdo em rastreamento de cancer colorretal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia do cancer colorretal

O céncer colorretal é o terceiro tipo de tumor maligno mais prevalente em todo o mundo,
sendo predominante nos paises de alta renda, com aumento gradativo em nagdes que fizeram
transicdo de economia nos ultimos tempos, como Singapura e paises do Leste Europeu
(WCRF/AICR, 2011). Cerca de 1,4 milh&o de casos de cancer colorretal foram registrados no
mundo no ano de 2012, o equivalente a cerca de 9,7% do total de canceres em geral.
Considerando o sexo, este é o terceiro e segundo tipo mais prevalente em homens e mulheres,
respectivamente (FERLAY et al., 2015).

No Brasil, o carcinoma colorretal € um dos trés tumores malignos primarios mais
frequentes que afetam ambos os sexos (BRASIL, 2015). Nos ultimos 15 anos, sua incidéncia
vem aumentando progressivamente (BRETTHAUER, 2010). Para o ano de 2016, o Instituto
Nacional do Céancer (INCA) estimou a ocorréncia de 420.310 casos novos de cancer, excluindo-
se 0 de pele ndo melanoma, sendo o cancer colorretal responsavel por 34.280 novos casos
(BRASIL, 2015).

2.2 Fisiopatogenia do cancer colorretal

O cancer ¢ caracterizado pelo crescimento celular desordenado causado por mudancas
na informagao genética e epigenética das células normais (KIM; LEE; SIDRANSKY, 2010).
Padrbes aberrantes de expressdo génica sdo caracteristicas principais, e as anormalidades
genéticas e epigenéticas contribuem para o surgimento desses padroes. (ONG; MORENO;
ROSS, 2011). Esse processo provoca alteracdes na célula, que adquire maior capacidade de
proliferacdo, associadas a outras caracteristicas importantes da tumorigénese, como inibi¢do da
apoptose, crescimento celular desordenado e displasia (KIM; LEE; SIDRANSKY, 2010).

O cancer colorretal é uma doenca heterogénea de etiologia complexa resultante de
alteracdes genéticas e epigenéticas que podem atuar sinergicamente e transformar células
epiteliais e glandulares em adenocarcinomas (SINHA et al., 2013). Caracteriza-se pela
localizagdo no coélon, sigmoide e reto (BOSMAN et al., 2010), podendo ter duas origens:
esporadico, que corresponde a 80% das neoplasias colorretais, e hereditario, presente em 10 a
20% dos casos (MORAN et al., 2010). Este Gltimo é subdividido em dois tipos: Sindrome da

Polipose Adenomatosa Familiar e CCR hereditario ndo polipose ou Sindrome de Lynch
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(LYNCH; CHAPELLE, 2003). O CCR esporadico acomete individuos sem historia familiar e
hereditaria.

O desenvolvimento do CCR esporadico ocorre em varias etapas, com alteracdo das
caracteristicas histopatoldgicas (KIM; LEE; SIDRANSKY, 2010). O precursor morfologico da
neoplasia epitelial é o Foco de Cripta Aberrante (FCA), evidenciado por dois tipos:
caracteristica de hiperplasia com alta frequéncia de mutagdes no oncogene RAS e displasia
associada a mutacdo do gene APC (HAMILTON; AALTONEN, 2000). A inativacdo do
complexo formado pelo gene APC e pela proteina B-catenina normalmente inicia o processo de
proliferacédo epitelial na displasia. A associa¢do das alteragdes moleculares leva a mudancas
morfoldgicas do tecido colorretal, na maioria das vezes caracterizado pelo desenvolvimento de
polipos, que parecem crescer em consequéncia do rapido rompimento de FCA resultantes de
mutacdo no APC (TURNER, 2016).

Pdlipo é um termo amplo usado para designar crescimento tecidual saliente acima da
membrana da mucosa intestinal, o qual é facilmente visualizado pelo exame macroscéopico ou
endoscopico. Os polipos podem apresentar formas distintas denominadas séssil,
subpendiculado e pendiculado (Figura 1) (TURNER, 2016).

Figura 1 - A. P6lipo adenomatoso subpendiculado. B. P6lipo adenomatoso pendiculado.

Fonte: Colonoscopia realizada durante a coleta de dados em 2015.

Histologicamente, os pélipos ndo neoplésicos podem ter caracteristica inflamatoria,
hamarmatosa ou hiperplasica. O pdlipo adenomatoso (adenoma) é considerado pré-neoplasico
devido ao seu potencial de evoluir para cancer (HAMILTON; AALTONEN, 2000; TURNER,

2016). O adenoma caracteriza-se por uma displasia epitelial e apresenta-se em varios tamanhos
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e aspectos. Uma forma de reduzir a incidéncia do adenocarcinoma colorretal é a remocao desses
polipos (TURNER, 2016).

Admitem-se duas vias patogénicas distintas para desenvolvimento do CCR,
denominadas via supressora (também conhecida como sequéncia adenoma-cancer ou
instabilidade de cromossomo ou APC/B-catenina) e via mutadora (conhecida como
instabilidade de microssatélite - MSI) (MORAN et al., 2010). A primeira ocorre em 80% dos
carcinomas esporadicos, e 0 evento mais precoce é a mutacdo do gene APC ou alteracdo na
sinalizagdo da PB-catenina; na sequéncia, ocorrem varias etapas moleculares que levam a
sucessivas mutacOes ordenadas de multiplos genes supressores de tumor e oncogenes,
acrescidas de perda da heterozigose de genes que causa crescimento do adenoma.
Posteriormente, ha aumento da displasia e capacidade invasiva, surgindo, assim, o
adenocarcinoma (KIM; LEE; SIDRANSKY, 2010). A neoplasia intraepitelial pode ser de baixo
ou alto grau, dependendo da complexidade glandular ou vilosa (HAMILTON; AALTONEN,
2000).

2.3 Classificagao histologica da lesdo pré-carcinogénica e adenocarcinomas

2.3.1 Adenomas

Sao lesBes benignas circunscritas, compostas por estruturas tubulares e/ou vilosidades
mostrando neoplasia intraepitelial. As células epiteliais neoplasicas sdo imaturas, normalmente
aumentadas e com nucleo estratificado (BOSMAN et al., 2010).

Histologicamente, o adenoma é constituido pela proliferacdo de epitélio com displasia
epitelial de diversos graus. Com frequéncia, apesenta nucléolos grandes, citoplasma eosinofilo
e reducao do namero de células caliciformes (TURNER, 2016). As displasias sdo classificadas
em baixo e alto grau, com base no grau de atipia celular e displasia tecidual, sendo as de baixo
grau os adenomas com displasias leves ou moderadas, e as de alto grau, adenomas com
displasias severas ou carcinomas in situ (BOSMAN et al., 2010).

A depender do padréo arquitetural, os adenomas dividem-se em: tubular, tubuloviloso e
viloso. O tubular é caracterizado por glandulas com aspecto tubular, justapostas e separadas por
escasso estroma, com revestimento de epitélio pseudoestratificado. O viloso é menos frequente
e o risco de evoluir para cancer é dez vezes maior que o do adenoma tipo tubular. A superficie
apresenta aspecto vilositario, com projecbes digitiformes formadas por escasso estroma

conjuntivo vascular; ele é revestido por epitélio simples ou pseudoestratificado, com variado
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grau de displasia. J& o tubuloviloso é evidenciado pela combinagdo de ambos 0s tipos descritos,
e o risco de se tornar maligno é proporcional a quantidade de componente viloso (BOSMAN et
al., 2010).

A malignizacdo dos adenomas esta associada a trés fatores independentes: tamanho do
polipo, tipo histoldgico e grau de displasia. O risco se eleva com o aumento do tamanho da
lesdo (maior que 1 cm), é gradativo, conforme a histologia, e potencializado de acordo com
maior grau de displasia (NOGUEIRA, 2006).

2.3.2 Adenocarcinomas

Sdo tumores malignos derivados de células epiteliais e/ou glandulares secretoras.
Macroscopicamente, 0s adenocarcinomas apresentam-se sob trés diferentes tipos: polipoide,
Ulceroinfiltrativo e anular-constritivo. A forma polipdide cresce em direcdo a luz intestinal sob
a forma de couve-flor ou massa fungoide e geralmente consegue atingir grandes dimensoes e
formas papilomatosas irregulares com tendéncia a infiltrar a parede. O tipo Ulceroinfiltrativo é
de ocorréncia mais comum, com crescimento em superficie e profundidade, infiltrando a
parede, sendo frequentemente estenosante. A lesdo apresenta fundo necrotico e bordas
elevadas, duras, irregulares e costuma ser pouco diferenciada. O tumor anular-constritivo inicia
com massa polipoide ou lesdo elevada, limitada a mucosa, e tende a crescer acompanhando a
circunferéncia do intestino. Infiltra a parede de modo circular, com tendéncia a ulceracdo. Ha
ocorréncia de estenose em consequéncia da neoformagao conjuntiva excessiva. E especialmente
comum no reto e sigmoide (NOGUEIRA, 2006).

2.4 Rastreamento do cancer colorretal

O rastreamento do CCR em individuos assintométicos é importante, pois reduz a
incidéncia e a mortalidade por esta doenca (LIEBERMAN et al., 2012).

Para o rastreamento do CCR sdo indicadas: pesquisa de sangue oculto nas fezes,
retossigmoidoscopia e colonoscopia, sendo a ultima mais sensivel e efetiva. A pesquisa de
sangue oculto nas fezes € recomendada para individuos entre 50 e 75 anos e, caso o resultado
seja positivo, realiza-se a colonoscopia (BRASIL, 2010). No caso de o individuo relatar CCR
em parente de primeiro grau com idade < 60 anos no diagnastico e sua colonoscopia for normal,
0 exame de colonoscopia devera ser repetido em 5 anos. Se a idade do parente proximo

diagnosticado com CCR for superior a 60 anos, deve-se realizar o exame de colonoscopia e,
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diante de um resultado normal, o exame deveré ser repetido ap6s 10 anos (LIEBERMAN et al.,
2012). A colonoscopia requer extensa preparacdo do intestino, invasdo da privacidade do
paciente e sedacdo, sendo um exame de custo elevado.

Dentre as recomendagdes para vigilancia do CCR, estudos demonstraram baixo risco
(1,3% a 2,4%) do adenoma avancar para cancer em 5 anos quando a colonoscopia inicial de
rastreio for normal (LEUNG; LAU; SUEN, 2009; MILLER; MUKHERJEE; TIAN, 2010). No
entanto, alguns individuos podem desenvolver o cancer no periodo de 3 a 5 anos apos
colonoscopia e polipectomia, uma vez que 17% das lesbes >10 mm n&o séo identificadas na
colonoscopia. Além disso, os adenomas podem ndo ser totalmente removidos pela
polipectomia, e o tecido residual pode progredir para a malignidade (LIEBERMAN et al.,
2012).

A tabela 1 apresenta as Diretrizes do Colégio Americano de Gastroenterologia para
vigilancia do CCR, de acordo com os achados da primeira colonoscopia (LIEBERMAN et al.,
2012).

Tabela 1 - Recomendacdes para vigilancia do cancer colorretal de acordo com os achados na
primeira colonoscopia.

Recomendagdo para intervalo de

Polipos achados na 12 colonoscopia vigilancia
Sem pélipo 10 anos
Pequenos (<10 mm) pdlipos hiperplasticos no reto 10 anos
ou sigmoide

Adenomas tubulares - 1 a 2 pequenos (<10 mm) 5-10 anos
Adenomas tubulares - 3 a 10 unidades 3 anos
Adenomas - > 10 unidades < 3anos
Adenomas tubulares >10 mm — 1 ou mais unidades 3 anos
Adenomas vilosos — 1 ou mais unidades 3 anos
Adenoma com displasia de alto grau 3 anos

Fonte: Adaptado de Lieberman et al. 2012.

Evidéncias apontam risco a ser considerado com o aumento da idade para realizacédo da
colonoscopia. Assim, 0 rastreamento ndo deve ser continuado quando este exceder 0s
beneficios, caso de pacientes com mais de 85 anos. Em individuos entre 75 a 85 anos, o
risco/beneficio deve ser avaliado individualmente, com base nas comorbidades e nos achados
prévios da colonoscopia (LIEBERMAN et al., 2012).
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2.5 Alteragdes genéticas no cancer colorretal

Fearon e Vogelstein (1990) propuseram que o carcinoma surge do adenoma
preexistente, e que as alteracdes se correlacionam com eventos genéticos especificos, inclusive
alteracdo na morfologia do tecido colorretal. As caracteristicas desse modelo envolvem
instabilidade cromossomal, caracterizada por mutacdo ou delecdo de alelos nos genes
adenomatous polyposis coli (APC), tumor protein p53 (TP53) e Deleted Colorectal Cancer
(DCC), as quais levam a alteracGes nas funcdes das proteinas codificadas por esses genes, além
do produto do oncogene KRAS (MORAN et al., 2010) (Figura 2). Pela grande contribuicdo de

genes supressores de tumor (quando mutados), essa via foi denominada “via supressora”.

Figura 2 - AlteracGes morfoldgicas e moleculares na sequéncia adenoma-carcinoma.
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O gene APC, localizado no cromossomo 5g21, codifica a proteina que promove
migragao e adesdo celular por meio de sua ligagdo a microtibulos ou -catenina, a qual regula
a via sinalizadora Wnt/ 3-catenina, por sua vez, estd associada a caderina-E e ambas formam
um complexo de ades&o celular. Quando o APC se encontra mutado, a B-catenina nédo é
degradada, o que estimula fatores de transcri¢éo nucleares e causa proliferacao celular e reducéo
da apoptose (MACDONALD et al., 2009; MORAN et al., 2010).

O gene TP53, situado no cromossomo 17p13.1, é conhecido como o “guardido” do
genoma humano porque codifica a proteina p53”, bloqueadora do ciclo celular na fase G1/S e
indutora de apoptose. A p53 possui varios mecanismos para efetuar o reparo do DNA ou induzir
a apoptose quando a celula é exposta a estresse ambiental. A mutac¢do ou expressdo anormal da

p53 esta presente em 50% dos tumores humanos, e isso ocorre durante a transi¢cdo de adenoma
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para cancer, segundo a hipétese de Fearon e Vogelstein (1990), ou da via supressora (MORAN
etal., 2010).

O gene DCC, localizado no 18g21.1, é descrito como gene supressor de tumor. Este
desempenha papel na orientacdo do axonio do sistema nervoso em desenvolvimento e
sinalizacéo intracelular, induzindo a ativacdo da caspase-3 e apoptose. Quando mutado, sua
expressdo é reduzida em torno de 70%; ha também perda de alelo no CCR (MORAN et al.,
2010).

O gene K-RAS, situado no cromossomo 12pl12, produz a proteina kras atuante na
transducdo de sinais intracelulares, sendo frequentemente ativado na carcinogénese do célon;
encontra-se mutado em 50% dos adenomas maiores que 1 cm e adenocarcinomas (MORAN et
al., 2010). Uma vez que o RASSF1A é um dos reguladores do RAS, ativa-lo seria suficiente para
induzir proliferacdo celular e consequente iniciagdo do cancer.

A via mutadora é caracterizada pelo acumulo de mutacBes em sequéncias de
microssatélites. Essas sequéncias sdo curtas, repetidas e estdo ao longo de todo o genoma.
Instabilidade de microssatélites € o fendbmeno caracterizado por alteraces no nimero de
repeticbes de uma determinada sequéncia (microssatélites). As mutacbes germinativas ou
alteracOes epigenéticas em hMLH1 e hMSH2 sé&o as causas mais comuns de alta instabilidade
de microssatélite (MSI-H) em CCR esporadico (MORAN et al., 2010). A MSI-H esta associada
com hipermetilacéo da regido promotora do hMLH1, que causa seu silenciamento. Essa € mais
tardio e acomete sobretudo mulheres (IMAI; YAMAMOTO, 2008).

A principal caracteristica molecular é o excesso de mutaces em sequéncias de
microssatélites em todo o genoma, causado por alteragdes primarias nos genes de reparo. Os
tumores de MSI-H e instabilidade cromossomal tém caracteristicas clinicas e histopatolégicas
distintas (MORAN et al., 2010). Normalmente, o CCR esporadico com MSI-H nio apresenta
anormalidades citogenéticas e, geralmente, ndo é aneuploide. Esse tipo de tumor tem baixa
frequéncia, auséncia de mutacfes ou reduzidas perdas alélicas dos genes alterados na via
supressora (MORAN et al., 2010).

2.6 Alteracdes epigenéticas no cancer colorretal
O termo epigenética é definido como modificacdes do DNA e das histonas que podem

ser herdaveis e ndo alteram a sequéncia de bases do DNA (MUN-KAR NG; YU, 2015;
OLIVEIRA et al.,, 2010). Os principais processos epigenéticos sdo: metilacdo do DNA,
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modificacGes de histonas, incluindo acetilacdo e desacetilagdo, metilacdo, fosforilagdo e
remodelamento da cromatina (OLIVEIRA et al., 2010; ONG; MORENO; ROSS, 2011).

Constituem mecanismos epigenéticos que levam ao silenciamento de genes:
modificacdo em histonas, hipometilacdo global do DNA e hipermetilacdo na regido promotora
de genes (GOEL; BOLAND, 2012; ONG; MORENO; ROSS, 2011). Na carcinogénese, essas
mudancas implicam ganho de fung¢ao dos oncogenes ou perda da atividade de genes supressores
de tumor (MUN-KAR NG; YU, 2015).

As alteragbes epigenéticas que ocorrem sobre as histonas podem ser:
acetilacdo/desacetilacdo, metilacdo e fosforilacdo, das quais apenas a primeira tem papel
totalmente definido, uma vez que a acetilacdo de histonas modifica a estrutura da cromatina,
tornando o DNA menos compactado e, portanto, mais acessivel a maquinaria de transcri¢do. Ja
a metilacdo, que pode ser mono, bi ou trimetilacdo, tem um papel que varia de acordo com o
local de ocorréncia, podendo ser repressora ou indutora da transcricdo génica. Por exemplo,
metilagdo na lisina 9 da histona 3 causa a formagéo de heterocromatina, o que impede 0 acesso
da maquinaria de transcricdo ao DNA (KARMODIYA et al., 2012; RANDO, 2012).

Alterac6es nas modificacdes de histonas na carcinogénese podem induzir a expressao
génica aberrante, promover a instabilidade gendémica, prejudicar a reparacdo do DNA e
diminuir a estabilidade do ciclo celular (GOEL; BOLAND, 2012; ONG; MORENO; ROSS,
2011). A terminologia ‘histone onco-modifications' descreve modificagdes pos-traducionais
ligadas ao cancer (ONG; MORENO; ROSS, 2011). As modificacdes de histonas podem ser
influenciadas pela metilagdo da citosina nas ilhas CpG, fenbmeno que recruta enzimas que
catalisam suas modificagdes (SUPIC; JAGODIC; MAGIC, 2013).

A hipometilagdo esta presente em diversos tipos de canceres. Apesar do seu mecanismo
ainda ndo estar elucidado, acredita-se que induza a ativacdo de oncogenes e a instabilidade
cromossémica (SUPIC; JAGODIC; MAGIC, 2013). A perda de metilagdo do DNA ocorre
predominantemente nas sequéncias de DNA que sdo muito repetidas, que ndo contém gene e
que contém introns (EHRLICH, 2009; MUN-KAR NG; YU, 2015).

A modificacdo epigenética mais estudada é a hipermetilacdo do DNA, encontrada em
varios tipos de cancer (ABOUZEID et al., 2011; MUN-KAR NG; YU, 2015); (SUMMERS et
al., 2013). Os genes frequentemente submetidos a hipermetilacdo no cancer estdo associados a
diversos processos, incluindo reparacdo de DNA, controle do ciclo celular, apoptose,
diferenciacdo, angiogénese e metastase (ONG; MORENO; ROSS, 2011). A hipermetilacdo

contribui para a carcinogénese pela indugdo do silenciamento transcricional ou regulacédo
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negativa dos genes supressores de tumor (MUN-KAR NG; YU, 2015). Os genes RASSF1A e
HIC1, objetos desta pesquisa, quando hipermetilados, estdo silenciados.

A metilagdo do DNA é um processo enzimatico que ocorre nos dinucleotideos ou ilhas
CpG localizados na regido promotora dos genes. O processo de metilacdo ocorre pela adicdo
covalente de um radical metil (CHz) ao 5° carbono de um residuo da base citosina que precede
a guanina por uma ligagéo fosfodiéster, convertendo-a em 5 metilcitosina (5mC) (BIRD, 2002;
OLIVEIRA et al., 2010). As DNA metiltransferases (DNMTSs) utilizam o radical metil obtido
da S-adenosilmetionina (SAM), que é derivado do ciclo da metionina (FOLEY et al., 2009;
MCCABE; CAUDILL, 2005). A disponibilidade da SAM ¢ influenciada diretamente pela dieta
(Figura 3), por ser constituida de derivados da colina, metionina e metabolismo do folato
(ZEISEL, 2009).

Figura 3 - Visdo geral das alteracdes na metilacdo do DNA durante a carcinogénese e dos
agentes quimiopreventivos do cancer com potencial de inibir a expressdo de DNMTSs e evitar

hipermetilacdo ou hipometilacdo aberrante do genoma.
Fonte: Modificado de Gerhauser, 2012.

‘w - Polifenodis do cha verde,
%0 Isoflavonas da soja,
Polifendis macga/cafg,

Framboesa preta,
Curcumina,

* Selénio, Isotiocianatos,
i Vit. A, Licopeno, Folato,
Acido nordihidroguaiarético, Vitaminas B
Butirato 2l
Regido Promotora promotor de hipometilagdo
Ilhas de CpG Repetigbes J_ hipermetilagdo global
9) 0190
1] (O @ . T e
Ve \ sem transcrigdo
mRNA
SAM SAH

Tecido normal ICarcinogénese ]

As enzimas DNA metiltransferases (DNMTSs) sdo responsaveis pelo estabelecimento e
manutencdo da metilacdo do DNA. Dividem-se em duas familias que apresentam funcgdes
distintas: as de novo metiltransferases, formadas pelas enzimas DNMT3A e DNMT3B; e a
DNMT1, que é DNA metiltransferase de manutencédo ((FOLEY et al., 2009; HASHIMOTO;
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VERTINO; CHENG, 2010; ONG; MORENO; ROSS, 2011). As de novo metiltransferases
DNMT3A e DNMT3B estabelecem o padrdo inicial de metilagdo CpG durante a embriogénese,
e a DNMT1 é responsavel pela manutencédo desse padrdo durante a replicacdo do cromossomo
(MOORE; LE; FAN, 2013; RONDELET; WOUTERS, 2017) (Figura 4). Estudos mostram que
defeitos nas DNMTs, especificamente DNMT3A e DNMT3B, podem causar alteragoes
epigenéticas associadas a transformacdo e progressdo de tumores, por estabelecerem e
manterem um fenotipo hipermetilado em células tumorais (de novo) (HERMAN; BAYLIN,
2003; JONES; BAYLIN, 2007).

Figura 4 - Via de metilagdo do DNA.

ONMTSalD

Fonte: Frontiers in Bioscience.org (2001).

2.7 Metilacédo do Gene RASSF1A

O RASSF1A (familia do dominio de associacdo com a Ras isoforma 1A) é um gene
supressor de tumor que integra o grupo dos efetores RAS e estid envolvido em diversos
processos celulares como regulagcdo do ciclo celular, proliferacdo celular, apoptose
(AGATHANGGELOU; COOPER; LATIF, 2005), estabilizacdo de microtibulos e adesdo
celular (ABOUZEID et al., 2011).

O gene RASSF1A codifica para dois produtos de splicing alternativo (RASSF1A e
RASSF1C), dos quais RASSF1A é tido como um gene supressor tumoral que atua na fase G1/S
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da progressdo do ciclo celular. As proteinas denominadas RAS-association domain family
(RASSF) sédo efetores com acdo supressora da atividade do oncogene RAS (FERNANDES,
2013). O silenciamento génico como resultado da metilacdo aberrante do promotor em
RASSF1A pode ser um evento importante na tumorigénese, sendo reconhecido como um
marcador alternativo para desregulagdo da via do RAS (WEYDEN; ADAMS, 2007).

A metilagdo do promotor RASSF1A resulta no silenciamento transcricional, o que inibe
sua funcdo supressora no desenvolvimento de tumor, acarretando desenvolvimento e
progressdo do CCR (FERNANDES, 2013). A literatura demonstra correlacdo positiva entre
metilacdo do promotor do gene RASSF1A e suscetibilidade ao CCR (FERNANDES, 2013).

Recentemente, estudos tém demostrado que os genes da familia RASSF sofrem
inativacdo por metilacdo, causando silenciamento epigenético e a consequente nao associacao
com a RAS (CASSINOTTI et al., 2012); (WEYDEN; ADAMS, 2007). Esta auséncia de
associacao podera, por sua vez, ocasionar uma replicacdo desregulada em qualquer célula. Em
adicdo as j& conhecidas mutagdes nos genes K-RAS, BRAF e PIK3CA, a perda de expressdo da
RASSF1A representa um mecanismo epigenético, que poderia explicar a sinalizacao aberrante
da RAS (FERNANDES, 2013).

Em estudo com populagdo egipcia envolvendo 72 individuos submetidos a primeira
colonoscopia de rotina, sendo diagnosticados 17 casos de adenoma, 19 de colite ulcerativa e 36
de CCR, observou-se frequéncia na hipermetilacdo do gene RASSF1A em 47,2% e 5,9% no
CCR e adenoma, respectivamente (ABOUZEID, et. al., 2011).

Estudo realizado na india com 62 individuos, sendo 62 bidpsia de tecido tumoral e 62
de mucosa adjacente ao tumor, tendo como objetivo verificar o papel da mutacéo genética do
gene K-RAS e alteracdo epigenética do RASSF1A no CCR esporadico. Os resultados
demonstraram associacdo significativa do estagio do tumor com o padrdo de metilacdo
RASSF1A (SINHA et al., 2013).

2.8 Metilacéo do Gene HIC1

O gene HIC1 (Hypermethylated in Cancer 1), localizado no cromossomo 17p13.3,
codifica uma proteina HIC1 que € um repressor transcricional com trés dominios funcionais:
BTB / POZ N-terminal, terminal-C que contém cinco dedos de zinco de C2H>-Kriippel e uma
regido central (FLEURIEL et al., 2009; ZHENG et al., 2012).

O gene HIC1 encontra-se amplamente expresso em tecidos normais e codifica um fator

de transcricdo que contém dedos de zinco e atua na repressao da transcrigdo. Evidéncias in vitro
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sugeriram que o HIC1 poderia influenciar na transcri¢do dos receptores de efrina A2 (EphA2)
(FOVEAU et al., 2012). Além disso, foi demonstrado que o HIC1 forma oligbmeros no nucleo,
conhecidos como corpusculos de HIC (hicl bodies). Embora ndo se conheca a exata funcéo
desses corpusculos, sabe-se que o HIC1 €é capaz de se associar a betacatenina, sequestrando-a
junto com o fator de transcricdo de células T (TCF — T-cell fator) para esses corpusculos. Dessa
forma, impede a transcricdo de genes regulados por TCF e/ou da via regulada por
wnt/betacatenina (VALENTA et al., 2006).

Adicionalmente, a haploinsuficiéncia da regido onde se localiza o HIC1 foi associada
ao aparecimento da sindrome humana de Mieler-Dieker, a qual se caracteriza pela deficiéncia
na formagédo cerebral em virtude de migragéo neuronal incompleta. Como a migracdo dessas
células depende, pelo menos em parte, das efrinas, é possivel que o HIC1, ao mediar a
transcricdo dessas, contribua para o surgimento da sindrome (VALENTA et al., 2006).

O papel do HIC1 no cancer foi elucidado parcialmente por modelos murinos, nos quais
animais heterozigotos (HIC *") apresentaram tumores variados em idades mais precoces que 0s
homozigotos do tipo selvagem (wt HIC**)- (FLEURIEL et al., 2009).

A hipermetilacdo da regido do cromossomo deste gene leva a inativagdo epigenética do
HIC1, o que permite que células cancerosas alterem sinais de sobrevivéncia ou fatores
transcricionais envolvidos no processo da tumorigénese (ZHENG et al., 2012). Um importante
alvo da transcricdo desse gene é a regulagdo do homdélogo 1 (SIRT1) desacetilase. Em
condicdes fisioldgicas normais, o0 HIC1 reprime a transcricdo do SIRT1 e inibe a desacetilacédo
do P53. A desacetilagdo resulta na atenuacdo da capacidade de ativar/regular a apoptose e/ou
proliferacdo celular, pelo P53. J& em células tumorais, o0 HIC1 encontra-se inativado, o que
eleva os niveis de SIRT1 e, consequentemente, promove a desacetilacdo do P53 que inibe a sua
atividade (ZHENG et al., 2012).

No estudo de genes biomarcadores da metilacdo do DNA em sangue circulante,
observou-se que 0s genes RASSF1A e HIC1 estavam metilados nos individuos com pélipo
adenomatoso e CCR, quando comparados com o controle, com 55% e 84% de sensibilidade e
65% e 68% de especificidade, respectivamente (CASSINOTTI et al., 2012).

2.9 Cancer colorretal e alimentacédo
De acordo com o relatério divulgado pela World Cancer Research Fund em conjunto

com a American Institute of Cancer Research, de revisdo sistematica de estudos relacionando

itens da alimentacdo humana e risco para o desenvolvimento de diversos tipos de cancer, ha
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evidéncias convincentes de que o consumo de alimentos que contém fibras (frutas e vegetais)
e a pratica regular de atividade fisica protegem contra o0 CCR. Ja o elevado consumo de carne
vermelha e processada, bem como de bebidas alcodlicas, e a presenca de excesso de gordura
corporal e abdominal estéo relacionados ao maior risco de CCR (WCRF/AICR, 2007, 2011).

De acordo com o Relatério WCRF/AIRC (2007), por meio de estudo de meta-anélise
verificou-se elevacdo em 37% no risco de desenvolver cancer de colon a cada aumento de 100
g/dia na ingestdo de carne vermelha e processada. Ja no CCR, o risco mostrou-se aumentado
em 29% a cada 100 g/dia de carne vermelha consumida e em 21% para cada 50 g/dia de carne
processada.

Ferrucci et al. (2012), em estudo de coorte, relataram associacdo positiva entre o
consumo de carne vermelha grelhada (RR:1,56, IC 1,04-2,36), carne bem cozida (RR:1,59, IC
1,05-2,43) e carne processada (benzopireno) (RR:1,53, IC 1,06-2,20) e o adenoma retal. O
consumo excessivo de carne vermelha/carnes processadas (HENDERSON, 2012;
WCRF/AICR, 2007) e a ingestdo de dieta hipercaldrica (SUN et al., 2012) tém sido associados
ao maior risco para o desenvolvimento do CCR.

A Investigacdo Prospectiva Europeia sobre Cancer e Nutricdo (EPIC) é uma coorte
prospectiva que incluiu mais de 500.000 participantes de dez paises europeus. A subcoorte
(estudo realizado apenas na Noruega) do EPIC, realizada em 84.500 mulheres norueguesas,
encontrou resultados que demonstraram associagdo positiva entre ingestdo maior ou igual a 60
g/dia de carne processada e risco de cancer de colon proximal, distal e reto na comparagdo com
0 consumo deste alimento em quantidade inferior a 15 g/dia (PARR et al., 2013).

Além dos achados para o CCR, recente revisdo sistematica e meta-analise revelaram
aumento significativo no risco de adenoma associado a tabagismo (RR 2,47, IC 2,12-2,87),
consumo de alcool (RR 1,33, IC 1,17-1,52), gordura corporal elevada (RR 1,40, IC 1,22-1,61),
ingestdo de carne vermelha (RR 1,23, IC 1,07-1,41) e dieta com alto teor de gordura (RR 1,25,
IC 1,10-1,41) (BAILIE; LOUGHREY; COLEMAN, 2017).

Compostos como aminas heterociclicas aromaticas, n-nitrosos (NOc) e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos que se formam pela coc¢do de carnes a altas temperaturas sao
carcindgenos conhecidos (HENDERSON, 2012; WHO, 2003). Quando a carne vermelha é
cozida a altas temperaturas, produz aminas aromaticas heterociclicas, e a combustdo incompleta
de compostos organicos como carvao e madeira produz hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(alimentos defumados) que aumentam o risco de cancer no colon em individuos com
predisposicdo genética (WCRF/AICR, 2011). Além disso, as carnes vermelhas tém alto teor de

ferro heme, o que as torna agente de nitrosilagdo com formacdo de NOc e faz aumentar a
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proliferacdo de células da mucosa do intestino pela via de peroxidacéo lipidica. A adi¢do dos
conservantes nitrito e nitrato no processamento das carnes € uma forma importante de formacéo
de NOc (BAENA; SALINAS, 2015).

Por outro lado, o consumo de frutas, hortalicas frescas, cereais integrais
(HENDERSON, 2012); (TARRAGA; ALBERO; RODRIGUEZ-MONTES, 2014), fibras,
carboidrato (SUN et al., 2012) e peixes exerce papel protetor contra o desenvolvimento desta
malignidade (WU et al., 2012). A protecdo conferida pelo consumo de alimentos integrais se
da, possivelmente, pelo alto teor de fibras, fitatos e outras substancias quimioprotetoras neles
presente (HENDERSON, 2012; SURH, 2003; WCRF/AICR, 2007). A figura 3 permite uma
visdo geral das alteracbes de metilacdo do DNA durante a carcinogénese e dos agentes
quimiopreventivos de cancer.

Bradbury; Appleby; Key (2014) sumarizaram os achados de 27 publicagdes
relacionadas a ingestao de frutas e vegetais (RR 0,86; IC 0,75-1,00) e fibras de cereais integrais
(RR 0,83; IC 0,72-0,96) no estudo EPIC. Os resultados indicaram que o consumo combinado
desses alimentos estava inversamente associado ao desenvolvimento do CCR. Além disso, a
alta ingestédo de fibras de cereais foi associada a reducéo do risco de CCR.

Em meta-analise, Ralston et al. (2014) relataram que o consumo de 525 g/dia de leite
ndo fermentado reduziu em 26% o risco de CCR em homens, e 0 mesmo efeito ndo foi
observado em mulheres e nem mediante o consumo de queijo e leite fermentado. Em outra
meta-andalise, Aune et al. (2012) evidenciaram associacdo nao linear entre o consumo de leite e
o risco de CCR, com nenhuma associacao substancial abaixo de 200 g/dia e com maior reducéo
do risco para CCR nos niveis mais elevados de consumo, ou seja, de 500 a 800 g/dia.

Em relacdo a alguns nutrientes especificos, destaca-se o célcio, por atuar em diversas
funcBes celulares, incluindo proliferacdo e diferenciacdo celular e apoptose em células
intestinais. No entanto, seus efeitos sofrem influéncia dos niveis de vitamina D corporais
(BAENA,; SALINAS, 2015). Em revisdo de literatura para atualizagdo em CCR, encontrou-se
reducdo de 9% no risco mediante ingestdo de 200 g/dia de leite (PERERA; THOMPSON;
WISEMAN, 2012).

O selénio é um micronutriente essencial com propriedades anticancerigenas. Em um dos
estudos do EPIC, os autores relataram que niveis séricos de selénio mais elevados estavam
inversamente associados ao risco de desenvolver carcinoma colorretal, e essa constatacao foi
mais evidente em mulheres do que em homens (HUGHES et al., 2015). Em meta-analise com

2.136 individuos, observou-se menor risco de adenoma colorretal em populacdo com alto nivel
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de selénio no plasma ou soro sanguineo em compara¢do com individuos de baixo nivel de
selénio (OU et al., 2012).

Em meta-anélise de estudos de coorte, observou-se que sobrepeso, obesidade,
circunferéncia abdominal e baixa frequéncia de atividade fisica estavam relacionados a um
maior risco para o desenvolvimento de cancer colorretal (PERERA; THOMPSON;
WISEMAN, 2012). Em relagdo a obesidade, varios processos bioldgicos estdo envolvidos
diretamente com o desenvolvimento do céancer, tais como insulina, fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), resisténcia a insulina, citocina pro-inflamatoria, interleucina-6 e
proteina C reativa. Uma hipotese do mecanismo de acdo da gordura corporal na carcinogénese
do CCR baseia-se no seu efeito direto sobre os niveis hormonais de insulina, estrogenos e IGF-
1, que acarretam reducdo da apoptose celular e favorecem a carcionogénese (PERERA,
THOMPSON; WISEMAN, 2012). A hiperinsulinemia crénica aumenta a biodisponibilidade
do IGF-1, estimula a sintese de estrégenos ovarianos e expressao do receptor de horménio de
crescimento. Além disso, inibe a producdo hepatica de proteinas de ligacdo ao IGF-1 e, com
isso, eleva a biodisponibilidade de estrogénios circulantes e IGF-1 (SLATTERY;
FITZPATRICK, 2009). Isso, por sua vez, pode levar ao acimulo de gordura abdominal e,
subsequentemente, a0 aumento resisténcia a insulina, elevando o risco de CCR (WCRF/AICR,
2011).

Por outro lado, a préatica de atividade fisica regular e moderada aumenta o metabolismo
basal, melhora a oxigenacéo dos tecidos, reduz a gordura corporal e a resisténcia a insulina. Ja
0 sedentarismo, ao contrario, esta relacionado com estado de inflamacéo crénica de baixo grau
ou inflamacdo latente com maiores niveis de estrogénio e insulina circulantes (BAENA,
SALINAS, 2015).

Em relacdo ao consumo de alcool, os estudos de coortes demonstraram associacao
positiva para o desenvolvimento de adenomas e CCR, uma vez que se verificou aumento do
risco entre 16% e 41% para consumo de etanol superior a 30g/dia e 45g/dia, respectivamente
(DURKO; MALECKA-PANAS, 2014). O consumo prolongado de &lcool reduz a absorcdo das
vitaminas do complexo B (B1, B2, B12 e acido félico), o que aumenta a vulnerabilidade das
células ao estresse oxidativo e leva a uma maior producdo de radicais livres (DURKO;
MALECKA-PANAS, 2014).



33

2.10 Modulacéo dietética do processo epigenético

A alimentacdo como fator de risco ou protecdo para 0 cancer ocorre via nutrientes e
componentes bioativos dos alimentos (CBAS) que, possivelmente, atuam no mecanismo da
modulacdo epigenética, embora este processo ndo esteja totalmente elucidado (ONG;
MORENO; ROSS, 2011). Uma hipo6tese é que os CBAs compreendem alil, polifénois,
isotiocianatos, retindides e flavondides, os quais apresentam propriedade anticarcinogénica por
interferirem nos processos epigenéticos durante a carcinogénese, como hipometilacdo global
do DNA, hipermetilacdo do promotor do gene supressor de tumor e modificacbes pos-
traducionais de histonas (ONG; MORENO; ROSS, 2011; SUPIC; JAGODIC; MAGIC, 2013).

Os CBAs podem modular importantes mecanismos para prevengdo e supressdo do
cancer, os quais incluem vias de traducdo de sinalizacdo, proliferacdo e diferenciacao celular,
apoptose, estresse oxidativo, inflamacdo (ONG; MORENO; ROSS, 2011; SURH, 2003) e
ligantes para receptores de fator de transcricdo. Os CBAs podem interferir na metilagdo do
DNA e modificacGes de histonas, afetando a expressdo de genes envolvidos no processo de
carcinogenése (ONG; MORENO; ROSS, 2011).

No genoma, certos CBAs e nutrientes interferem em diversas redes de sinalizagéo
celular por ativacdo direta ou indireta de fatores de transcrigdo. Na ativagdo direta, o nutriente
ou CBA se liga diretamente a um fator de transcricdo no nucleo e, com isso, essa proteina
regulatdria é ativada e inicia o processo transcricional. Na ativacdo indireta, o nutriente ou CBA
ativa cascatas de sinalizacdo celular, em que ocorre ativacdo progressiva de diferentes proteinas
com ativacdo de fatores de transcricdo. Esses, quando ativados, se translocam do citoplasma
para o nucleo e induzem a transcri¢do de genes (SURH, 2003).

Os CBAs e nutrientes podem afetar a metilacdo do DNA de, pelo menos, quatro formas:
1. Fornecendo grupo metil (CHz); 2. O grupo metil pode interferir na atividade das DNA
metiltransferases (DNMT); 3. Desmetilagdo do DNA e 4. Os padrdes de metilacdo do DNA
ativam ou reprimem genes relacionados ao cancer que podem influenciar a resposta da
intervencdo dietética. (ONG; MORENO; ROSS, 2011).

Em estudo de coorte realizado com 88.651 enfermeiras americanas e 375 casos
incidentes de CCR, que avaliou a influéncia do consumo de alcool, aminoacido metionina,
calcio, carne vermelha, &cido folico e vitaminas B6 e B12 no padrdo de metilacdo da CIMP e
BRAF, definiu-se CIMP-alto > 6 de 8 marcadores metilados. Usando o painel deste estudo,
considerou-se CIMP-baixo como 0 a 5 de 8 marcadores previamente estabelecidos nesta

pesquisa. A pesquisa encontrou associacao inversa entre a ingestdo de acido folico e vitamina
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B6 e o risco do CCR. No entanto, ndo houve diferenca significativa quando analisada a
influéncia do folato em funcéo do padrdo de metilacdo da CIMP-baixo/0 com RR 0,73; IC 0,53-
1,02. Esta comparacao levou em consideragédo a ingestdo inferior a 200 ug/dia e superior a 400
pg/dia de folato, (SCHERNHAMMER et al., 2011).

Adicionalmente, neste mesmo estudo verificou-se a influéncia das vitaminas B6 e B12
no estado CIMP. O beneficio da ingestdo da vitamina B6 foi para CIMP baixo/0 com RR 0,77;
IC 0,48-1,23, enquanto o risco de tumores com CIMP-alto ndo foi influenciado pela ingestdo
da referida vitamina. Em relagdo a vitamina B12, ndo houve efeito no risco do CCR em CIMP-
baixo/0, com RR 0,99; IC 0,70-1,39 (SCHERNHAMMER et al., 2011).

Assim, diante dos resultados dos estudos apresentados, ha evidéncias convincentes de
que alguns nutrientes e CBAs colaboram na protecéo para o desenvolvimento do CCR, embora
seus mecanismos de acdo ainda ndo estejam esclarecidos. Ja o consumo diario de mais de
100g/dia de carne vermelha e 50g/dia de carne processada associado com a baixa ingestao de
frutas e verduras e estilo de vida inadequado contribui para a iniciagdo do CCR (WCRF/AICR,
2007).

2.11 Instrumentos para avaliagdo do consumo alimentar

A avaliacdo dietética de populagdo permite obter informacdes importantes a respeito da
frequéncia e distribuicdo dos alimentos e nutrientes consumidos (CASTELL; SERRA-
MAJEM; RIBAS-BARBA, 2015). Avaliar o consumo alimentar € um desafio, em virtude das
dificuldades metodoldgicas envolvidas na mensuracgao acurada da ingestdo dietética (CRISPIM
et al., 2009); (FISBERG et al., 2008). Os instrumentos disponiveis para este tipo de avaliagdo
apresentam erros aleatorios e sistematicos inerentes aos métodos, e estes se estendem ao
individuo avaliado e ao avaliador (COSTA; GIGANTE, 2013).

E notdrio que os principais métodos disponiveis para determinar o consumo de
alimentos e nutrientes possuem vieses, intrinsecos aos préprios métodos, tais como a
dependéncia da memoria do entrevistado, o erro de estimativa das medidas pelo entrevistado e
entrevistador, além de outros, que reduzem a sua confiabilidade (SUBAR et al., 2003).

O Questionario de Frequéncia Alimentar (QFA) e o Recordatorio de 24 horas (R24h)
sdo os principais instrumentos utilizados para coleta de dados dietéticos visando avaliar o
consumo alimentar (FISBERG et al., 2008).
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2.11.1 Questionério de Frequéncia Alimentar

O QFA ¢é um instrumento utilizado para o desenvolvimento de estudos epidemioldgicos
que relacionam o consumo dietético ao risco de doencas crdnicas ndo transmissiveis e outras
patologias (CRISPIM et al., 2009; SLATER et al., 2003). Trata-se de um instrumento pratico,
de baixo custo, que possibilita medir a frequéncia e a intensidade do consumo, assim como
classificar os individuos em categorias de consumo, sendo muito utilizado em pesquisas que
devem considerar a logistica da coleta de dados e os custos (FISBERG, MARCHIONI,
COLUCCI, 2009).

Esse instrumento consiste numa lista de alimentos predefinida, devendo o entrevistado
relatar a frequéncia com que consome determinado alimento (nUmero de vezes por ano, més ou
dia). Assim, capta-se a frequéncia da ingestdo de alimentos em um amplo periodo de tempo, 0
que € fundamental para estimar a medida de exposicdo ao consumo dietético e investigar sua
associacdo com o desfecho investigado (FISBERG et al., 2008; SLATER et al., 2003).

As limitagbes do QFA para medir a ingestdo acuradamente decorrem da complexidade
da entrevista e baixa precisdo no que se refere a quantidade consumida. Além disso, a forma de
validag&o da lista de alimentos do instrumento é complexa (FREEDMAN et al. 2014).

Assim, com vistas a minimizar os erros inerentes ao QFA e melhorar a qualidade dos
dados obtidos, é essencial utilizar esse instrumento validado (CRISPIM et al., 2009). A
frequéncia do consumo alimentar pode ser utilizada de duas formas: distinguir consumidores
de determinados alimentos daqueles que ndo 0s consomem ou 0S consomem apenas
ocasionalmente a curto prazo e como covaridvel no modelo estatistico (HAUBROCK et al.,
2011).

2.11.2 Recordatorio de 24 horas

O R24Hh é muito utilizado em pesquisas nutricionais, particularmente em adultos,
podendo ser ou nao aplicado em combinacdo a outros instrumentos de avaliacdo de consumo,
tais como registro alimentar e QFA (CASTELL; SERRA-MAJEM; RIBAS-BARBA, 2015).

Trata-se de um instrumento subjetivo e restrospectivo de avaliacdo da dieta (CASTELL;
SERRA-MAJEM; RIBAS-BARBA, 2015), que quantifica e descreve detalhadamente o
consumo de bebidas e alimentos no periodo de referéncia. A entrevista é realizada considerando

a alimentacdo do dia anterior e utilizando técnica validada cientificamente, a fim de obter
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detalhes do horario, tamanho e/ou volume da por¢édo consumida (CONWAY et al. 2003), sendo
imprescindivel para obtencdo de dados fidedignos.

O R24h pode ser autoaplicado, realizado por telefone ou pessoalmente por entrevistador
treinado (CASTELL; SERRA-MAJEM; RIBAS-BARBA, 2015; THOMPSON; SUBAR,
2013). E de aplicagdo rapida e necessita de curto periodo de recordagio do entrevistado
(CARROLL et al. 2012). Aléem disso, permite obter informagdes sobre o consumo em Varios
niveis de especificidades e ndo requer qualquer grau de alfabetizacdo por parte do entrevistado,
aspectos que favorecem a avalicdo da dieta atual, estimando a ingestdo absoluta e relativa de
nutrientes e alimentos (FISBERG, MARCHIONI, COLUCCI, 2009).

Uma falha do método ocorre quando ndo ha, no periodo da analise do R24h, ingestdo
de alimentos ou grupos de alimentos usualmente consumidos, 0 que, portanto, ndo expressa o
consumo habitual (HAUBROCK et al., 2011). Nesse sentido, sdo necessarias repeti¢ces do
instrumento em dias ndo consecutivos em pelo menos uma subamostra ou, se possivel, na
amostra completa.

As informacdes obtidas por meio deste instrumento sao influenciadas pela meméria do
entrevistado em recordar precisamente os alimentos ou bebidas consumidos e da habilidade do
entrevistador em com ele estabelecer uma boa comunicacdo. Além disso, torna se relevante o
entrevistador conhecer os alimentos e costumes locais (FISBERG, MARCHIONI, COLUCCI,
2009).

Freedman et al. (2014) analisaram cinco grandes estudos conduzidos nos EUA em
populacdo adulta, com o objetivo de esclarecer as propriedades de medicdo do QFA e R24h.
Os estudos analisados referiam-se a validacdo de instrumentos de avaliacdo de consumo e
utilizaram biomarcadores como referéncia (d&gua duplamente marcada e urina 24h), verificando
aumento substancial nas correlagBes quando usadas multiplas repeticdes do R24h, em vez de
um unico recordatorio. Alem disso, Carroll et al. (2012) relataram que a combinacdo dos

instrumentos é a melhor opgao para obter dados de consumo com maior precisao.

2.11.3 Meétodo de estimacgdo do consumo alimentar usual — Multiple Source Method (MSM)

Os métodos de avaliacdo de consumo alimentar atualmente disponiveis apresentam
problemas de validacéo, preciséo e reprodutibilidade. Assim, em busca de uma avaliagdo mais
fidedigna, pesquisadores do EPIC desenvolveram o Multiple Source Method (MSM)
(HAUBROCK et al., 2011).
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O MSM é um programa estatistico que ajusta a distribuicdo de consumo eliminando
uma parte do erro associado a variabilidade intrinseca do individuo. E usado para estimar o
consumo habitual, incluindo nutrientes e alimentos consumidos por um grupo de individuos ou
uma populacdo. O programa permite calcular a ingestéo dietética habitual por meio de medidas
de curto (R24h ou registro alimentar) e longo prazo (QFA) (HARTTIG et al., 2011). O método
baseia-se em duas ou mais medidas de consumo do R24h (HARTTIG et al., 2011) ou registro
alimentar. Além disso, é possivel adicionar alimentos de uso esporadico com base nos dados
do QFA, na idade e no sexo como covariaveis do modelo estatistico, o que fortalece a analise
(MSM USER GUIDE, 2011).

Haubrock et al. (2011) aplicaram o MSM para avaliar o consumo de 393 participantes
que responderam dois R24h e um QFA. Este estudo demonstrou que 0 MSM é um aplicativo
valido para estimar as distribuices do consumo habitual de alimentos, desde que utilizadas

pelo menos duas medicdes repetidas por participantes.
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3 JUSTIFICATIVA

A metilacdo de genes € um processo constante no funcionamento normal da célula,
sobre o qual componentes da dieta, como nutrientes e CBAs, podem interferir direta ou
indiretamente na transcri¢do, reduzindo ou aumentando a expressdo de genes-alvo. Ja a
hipermetilacdo do DNA é um processo epigenético que, quando atua nos genes supressores de
tumor, pode silencia-los e levar a multiplicacdo das células de forma desordenada. Os genes
RASSF1A e HIC1 sdo reguladores de vias do ciclo celular relevantes na iniciagdo do processo
tumorigénico.

E consenso que o desequilibrio na alimentagdo, como o elevado consumo de carne
vermelha associado com a baixa ingestao de frutas, verduras e fibras provenientes de cereais,
constitui fator que predispde o individuo ao maior risco de desenvolver CCR. Entretanto, ndo
esta claro se o consumo elevado de carne vermelha e processada e de outros nutrientes como
fibra alimentar, alto teor de gorduras, vitaminas e minerais poderia estar associado a
hipermetilacdo dos genes supressores de tumor RASSF1A e HIC1. Assim, o conhecimento da
relacdo do consumo alimentar e a metilacdo do DNA permitira definir uma acdo mais efetiva

de orientacdo alimentar que vise a prevencdo do CCR nas fases de iniciagéo.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a associagédo entre o consumo alimentar e a metilagdo dos genes RASSF1A e

HIC1 em uma populagdo em rastreamento para cancer colorretal.

4.2 Objetivos especificos

- ldentificar o consumo alimentar e o perfil nutricional de individuos submetidos a
colonoscopia.

- Determinar o padrdo de metilacdo dos genes RASSF1A e HIC1 em tecidos de biopsia
de colon e reto.

- Avaliar a associacdo entre metilacdo dos genes RASSF1A e HICL1 e diagndstico
histopatoldgico para cancer colorretal, parametros bioquimicos, estado nutricional e consumo

dietético.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Delineamento do estudo

Estudo transversal, observacional e analitico desenvolvido com individuos submetidos

ao exame de colonoscopia.

5.2 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, em 09 de abril de 2014 (CAAE:
05580514.2.0000.0030).

5.3 Plano amostral

A amostragem foi de conveniéncia, com captacdo de participantes na Clinica do
Aparelho Digestivo, especializada em colonoscopia, € no Hospital Dom Orione, ambas
instituicbes privadas, e no Hospital Regional de Araguaina, uma instituicdo publica, todos
localizados na cidade de Araguaina, no estado do Tocantins. Foram convidados a participar
individuos submetidos a colonoscopia, sendo incluidos aqueles que aceitaram participar desta
pesquisa e que atendiam aos critérios de inclusdo. A captagdo desses individuos ocorreu no
periodo de julho de 2014 a julho de 2015, perfazendo um total de 13 meses.

5.3.1 Critérios de inclusdo

Pessoas acima de 40 anos de idade, de ambos 0s sexos, submetidos ao exame de
colonoscopia.

5.3.2 Critérios de exclusdo

a) Portadores de sindrome de Lynch; b) portadores de polipose familiar; c)
portadores de doenca inflamatoria intestinal; d) individuos com investigacao/diagndstico de
cancer em outra localidade do corpo; €) portadores de outras doencas intestinais sem relacao

com o cancer colorretal; f) pessoas com alguma deficiéncia fisica que impedisse a realizacéo



41

das medidas antropométricas; g) pessoas que nao tivessem condic¢des cognitivas de responder

as perguntas; h) historia de adenoma colorretal; e i) uso de colostomia.

5.4 Variaveis do estudo

Neste momento serdo apresentadas as varidveis referentes ao padrdo de metilagdo dos

genes supressores de cancer colorretal RASSFIA e HICI e as variaveis explicativas deste estudo.

5.4.1 Variavel resposta

O padrdo de metilacdo dos genes supressores de cancer colorretal RASSF1A e HICL1 foi
definido com base nas varidveis de resposta. Para classificar a amostra em metilada (M) ou ndo
metilada (U), utilizou-se o programa Image J versdo 1.50i (ABRAMOFF;, MAGALHAES;
RAM, 2004). Calculou-se a razdo de &rea do amplificado da amostra com DNA metilado e seu
respectivo controle, ambos produtos da MS-PCR em gel de agarose, €, para classificacdo em M

e U, considerou-se a razdo amostra/controle >0,33 como metilado ¢ <0,33 ndo metilados.

5.4.2 Variaveis explicativas

As variaveis explicativas do estudo foram: consumo alimentar, antropometria, dados
bioquimicos, diagndstico histopatologico, informacdes sociodemograficas e o estilo de vida dos

participantes.

5.5 Procedimentos

Os individuos foram atendidos em consulta nutricional para aplicacdo de questionarios,
avaliacdo antropométrica e bioquimica. Os procedimentos foram realizados a fim de coletar
dados sociodemograficos e referentes a estilo de vida, consumo alimentar, antropometria,
exames bioguimicos e metilacdo dos genes RASSF1A e HIC1. Para o estudo da metilacéo, fez-
se bidpsia, alem das seguintes analises: extracdo de DNA, quantificacio do DNA extraido,
eletroforese de DNA em gel de agarose, tratamento com bissulfito, reacdo em cadeia da
polimerase metilacdo especifica e eletroforese do produto da reagdo em cadeia da polimerase

metilacdo especifica.
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5.5.1 Dados sociodemogréaficos e estilo de vida

Aplicou-se o questionario socioecondémico e de habitos de vida para obter informacdes
sobre idade, estado civil, escolaridade, etnia, tabagismo, consumo de alcool, uso de suplemento
nutricional, pratica regular de atividade fisica, uso de medicamentos, funcdo intestinal e

antecedentes pessoais e familiares (Anexos 4 e 6).

5.5.2 Consumo alimentar

O R24h e o QFA foram os instrumentos utilizados para coleta de dados dietéticos
(Anexos 3 e 5).

Neste estudo, a fim de avaliar o consumo habitual dos participantes, foram aplicados o
QFA validado para uma populac¢ao da Regido Centro-Oeste do Brasil (VASCONCELOS, 2008)
e dois R24h, em dias né&o consecutivos (presencial e telefonico) e intervalo aproximado de 10
dias, de acordo com o preconizado pelo método proposto pelo Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos da América (CONWAY et al., 2003), que estabelece cincos passos para
analise da ingestdo de alimentos.

Para andlise dos dados de consumo, optou-se por utilizar os programas Nutrition Data
System for Research (NDSR) e o Multiple Source Method (MSM). O NDSR ¢é o programa de
maior precisdo e abrangéncia em andlise de nutrientes e grupos de alimentos para fins de
pesquisa cientifica. Foi desenvolvido para analise do R24h e registro alimentar, cardapios e
receitas (DUONG, 2014); (HARNACK, 2013). Ja 0 MSM é um método estatistico usado para
corregéo da distribuicdo de consumo de nutrientes e alimentos, estimando o consumo frequente
e esporadico para grupo de individuos ou populacdo. Baseia-se em duas ou mais medidas de
consumo do 24Rh, com ou sem a inclusdo de dados de QFA (HARTTING et al., 2011).

Realizou-se o célculo nutricional dos recordatorios 24h com auxilio do programa
NDSR, versdo 2014. Foram analisadas calorias (kcal), percentual calérico do lipidio, percentual
caldrico da proteina, percentual calérico do carboidrato e os seguintes nutrientes: ferro, fibra
alimentar total, fibra solGvel, fibra insoltvel, gordura monoinsaturada, gordura poli-insaturada,
gordura saturada, total de acido graxo 6mega 3, acido folico, vitamina B6, vitamina B12,
vitamina C, vitamina D, vitamina A, metionina, selénio, calcio e zinco.

Além disso, estimou-se a quantidade, em gramas/dia, da ingestdo de diferentes tipos de
carne vermelha fresca e carnes processadas para cada individuo. Inicialmente, os dados do QFA

foram utilizados para estimar a frequéncia do consumo desses tipos de carnes. A variabilidade
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intra pessoal dos dados sobre nutrientes, carne vermelha e processada foram ajustados pelo

programa MSM.

5.5.3 Antropometria

O peso foi aferido em balanca digital, com capacidade para 150 kg e preciséo de 100g.
A altura foi aferida com estadidmetro de metal, de 200 cm e precisdo de 1mm. Os individuos
foram posicionados em pé, com os bracos relaxados e a cabeca no plano horizontal, sendo as
medidas aferidas segundo as recomendacdes de Jellife et al. (1968). Calculou-se o indice de
massa corporea (IMC — kg/m?) com base no peso atual dividido pela altura ao quadrado,
classificando-o de acordo com os pontos de corte estabelecidos pela Organizacdo Mundial da
Saude (WHO, 1995).

A circunferéncia da cintura foi aferida utilizando uma fita métrica inelastica de 150 cm,
colocada no ponto médio entre a crista iliaca e o rebordo costal inferior, classificada segundo
os critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2008).

5.5.4 Dados bioquimicos

Os individuos realizaram exames bioguimicos de glicemia, lipidograma, proteinograma
e hemograma. A amostra sanguinea obtida apos jejum de 10 horas (8 ml) foi coletada no dia
anterior a avaliacdo nutricional, em tubos vaccutainer contendo EDTA, por técnico de
laboratério habilitado. As andlises foram realizadas pelo Laboratério de Andlises Clinicas
Araguaina-TO, utilizando o método enzimatico colorimétrico para triglicerideos, colesterol e
fraces, glicemia e proteinas totais plasmatica, aloumina e globulina; e citometria de fluxo para
hemacia, hemoglobina, hematocrito, leucocito e linfécito, os quais estdo automatizados,
validados e s&o de uso rotineiro. Os dados de glicemia, colesterol e fragdes foram classificados
de acordo com o proposto por XAVIER, H. T. et al (2013), e os demais exames conforme 0s

valores de referéncias da padronizacao do Laboratorio de Analises Clinicas.
5.5.5 Coleta da biopsia
A bidpsia foi realizada durante a colonoscopia, utilizando-se pinga para polipectomia

ou alca de polipectomia para analise histopatoldgica e epigenética. Nos casos de suspeita de

cancer colorretal, foram coletadas até trés amostras de fragmentos de 0,4 cm?®, em diferentes
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locais da lesdo. Os polipos coletados foram divididos em duas partes, para as posteriores
analises histopatoldgica e molecular. No grupo sem alteracdo na mucosa intestinal (controle),
coletaram-se amostras a 15 cm da borda anal (ALLY; AL-GHNANIEM; PUFULETE, 2009),
as quais foram imediatamente acondicionadas em microtubos com 250 pL de DNA/RNA shield
(Zymo Research, Irvine, EUA) e armazenadas a -20°C até que fossem transportadas para o
Laboratério de Bioquimica da Nutricdo na Universidade de Brasilia, onde, entdo, foram

armazenadas a -80°C até a realizacdo das analises moleculares.

5.5.6 Extragdo de DNA

Para extracdo de DNA do tecido colorretal, utilizou-se o Kit Purelink Genomic DNA
(cat. K1820-01, Invitrogen, Carlsbad, EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Foram utilizados 15 a 20mg de amostras de tecido para cada extracdo. Ap0s pesagem, as
amostras foram maceradas com pistilo de plastico em microtubos estéreis e a elas foram
adicionados 180uL de Purelink Genomic Digestion Buffer, com agitacdo em vortex (Lab
Danger- IKA, Staufen, Alemanhd) por 5 segundos. Na sequéncia, adicionou-se um total de
20uL proteinase K e, ap6s nova agitagdo, as amostras foram incubadas em banho seco
previamente aquecido a 55°C por 4h, com subsequente agitagdo em vortex de 25 em 25
minutos, durante esse periodo.

Apols a incubacdo, o sobrenadante foi clarificado por centrifugacdo a 17000g
(13.300rpm) (Centrifuga Heraeus Fresco 17 centrifuge, Thermo Scientific, Langenselbold,
Alemanha) em temperatura ambiente por 3 minutos e, posteriormente, transferido para novo
tubo estéril.

Foram adicionados 20 pL de RNAse A ao sobrenadante, com breve agitacdo em vortex,
seguida de incubacdo em temperatura ambiente (25°C) por 2 minutos. Posteriormente,
adicionou-se 200uL de Purelink Genomic Lysis/Binding Buffer, com breve agitacdo e, em
seguida, adicionados 200pL de etanol (96 a 100%) ao lisado, com nova agitacdo em vartex.
Ap0s essas etapas, a solucdo foi transferida para Purelink spin columns (coluna) e centrifugada
na velocidade 9600g (10000 rpm) por 1 minuto a 25°C.

Para lavagem do DNA, a coluna foi transferida para outro tubo coletor e foram
adicionados 500uL do tampdo de lavagem 1 (ja acrescido de etanol) a coluna que fora
centrifugada na velocidade 96009 a 25°C por 1 minuto, seguido de descarte do tubo coletor.
Dando continuidade a este processo, colocou-se a coluna em um novo tubo coletor e a ela

acrescentou-se 500uL do tampdo de lavagem 2 (preparado em etanol), seguido por
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centrifugacgéo na velocidade de 17000g a 25°C por 3 minutos. Ao final, descartou-se o tubo com
o filtrado.

O DNA extraido foi eluido pela adicédo de 25 pL de agua deionizada a coluna montada
sobre um novo tubo coletor. O sistema foi centrifugado na velocidade de 17000g por 1 minuto,
em temperatura ambiente, por duas vezes, sendo retirada, do eluido resultante, uma aliquota
para medidas de concentracdo e eletroforese. Aliquota e amostras foram imediatamente

armazenadas a -80°C até o uso.

5.5.7 Quantificacdo do DNA extraido

A concentracdo do DNA extraido (ng/uL) foi determinada em espectofotobmetro Nano
Drop 2000c (Thermo Scientific, Wilmington, EUA) com 1uL da amostra de DNA, fazendo-se
a leitura em varredura. Foram considerados adequados valores da razdo das leituras de

absorbancia a 260nm e 280nm (A260/A280) maiores ou iguais a 1.8.

5.5.8 Eletroforese de DNA em gel de agarose

A integridade e pureza do DNA foram avaliadas ainda por eletroforese em gel de
agarose (Bio-Rad, Hercules, EUA). Aliquota de 200ng de DNA, extraido e corado com 2uL de
Bleu/orange loading dry 6X (cat. 1881, Promega, Madison, EUA), foi submetida a uma
eletroforese em gel de agarose a 0,8% com tampao TBE 1X (Tris base, acido borico e EDTA)
e corada com brometo de etidio. Como padrdo, foram utilizados 5uL de marcador de peso
molecular de 1 kb DNA Ladder (cat. 382, Omega Bio-Tek, Norcross, EUA). Realizou-se a
eletroforese em cuba horizontal (OWL Easycast™ B2- Thermo Scientific, Portsmouth, NH,
EUA), com tampéo de corrida TBE 1X a 100v/10 minutos e 120v/40 minutos.

O gel foi analisado em fotodocumentador (Transilluminator L-PIX Toutch - Loccus
Biotecnologia, Cotia, Brasil) sob luz UV, utilizando o software do proprio equipamento para

aquisicdo de imagens.
5.5.9 Tratamento com bissulfito
As amostras de DNA foram tratadas com bissulfito para conversdo dos residuos de

citosina ndo metilado em uracila, com auxilio do Kit EpiTect Fast DNA Bissulfite (cat. 59824,

Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as instrucdes do fabricante. Em tubo de 200uL,
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adicionou-se 1 pg de DNA e agua livre de RNase até completar o volume de 20uL e, na
sequéncia, 85uL de solucdo de bissulfito e 35uL de tampéao protetor de DNA. O conteudo foi
homogeneizado por inversdo e centrifugado em microcentrifuga por 40 segundos. A reacao foi
realizada em termociclador (Veriti®96-well Thermal Cycler — Applied Biosystems, Singapura)
conforme tabela 2. As amostras e 0s componentes da reacdo estavam em temperatura ambiente

antes de serem misturados para reagédo, conforme instrugdes do fabricante.

Tabela 2 - Programacéo do termociclador para tratamento com bissulfito

Passo Tempo Temperatura
Desnaturacéo 5 minutos 95°C
Incubacao 20 minutos 60°C
Desnaturacao 5 minutos 95°C
Incubacao 20 minutos 60°C
Manutencéo Infinito 20°C

Apos a incubacao, fez-se a centrifugacdo dos tubos em microcentrifuga por 40 segundos
e transferiu-se o conteido para microtubo 1,5 mL. Foram adicionados 310uL do Buffer BL a
cada amostra com agitacdo (Lab Danger- IKA, Staufen, Alemanha); apos, as amostras foram
centrifugadas por 30 segundos em microcentrifuga. Logo foram acrescentados 250pL de etanol,
e a solucéo foi transferida para coluna spin MinElute DNA com tubo coletor e centrifugada
(Centrifuga 2-16P - Sigma, Osterode am Harz, Alemanha) a velocidade de 20.600 g (15000
rpm) por 1 minuto e 30 segundos, sendo o fluxo filtrado descartado. Em seguida, realizaram-se
varias etapas de lavagem do DNA ainda aderido a coluna, em temperatura ambiente, conforme
descrito na tabela 3.

Apos a etapa de lavagem do DNA, colocou-se a coluna em novo tubo coletor e esta foi
centrifugada a uma velocidade 20.600 g por 1 minuto e 30 segundos. Em seguida, a coluna
aberta foi incubada em banho seco a 60°C por 2 minutos.

Para eluir o DNA, foram acrescentados 15 pL de buffer EB no centro da coluna, sendo
a amostra incubada por 1 minuto, seguida de centrifugacdo a uma velocidade 13.200 g (12.000
rpm) por 1 minuto e 30 segundos. O DNA tratado foi mantido a -20°C até seu uso em etapas

posteriores.
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Tabela 3 - Sequéncia da lavagem do DNA tratado com bissulfito.

Sequéncia  Componente  Volume Incubacdo Centrifugacdo  Tempo

de adicéo (uL) (Minuto)  (\Valor em g)*
1° Tampéo BW 500 - 20.600 1min 30seg
20 Tampéao BD 500 15 min 20.600 1min 30seg
3° Tampéo BW 500 - 20.600 1min 30seg
40 Tampéo BW 500 - 20.600 1min 30seg
50 Etanol 250 - 20.600 1min 30seg

*Valor 20600g = 15000 rpm com o rotor utilizado

5.5.10 Reacdo em cadeia da polimerase metilacdo especifica

A reacdo em cadeia da polimerase metilagcdo especifica da (MS-PCR) é uma técnica
utilizada para deteccdo do padrdo de metilacdo das ilhas CpG em fragmentos especificos. A
sequéncia investigada é amplificada em duas reacdes de PCR para cada amostra de DNA, sendo
uma sequéncia resultante do uso de iniciador especifico para detectar DNA metilado e outra
especifica para detectar a sequéncia ndo metilada. Nesta pesquisa, foram usados iniciadores do
RASSF1A e HIC1 descritos por Zhang et al. (2013) e Abouzeid et al. (2011), respectivamente.

A reacéo de MS-PCR foi realizada com volume final de 25uL para ambos o0s genes,
com os componentes: 12,5uL de GoTaq® G2 hot start green mix 2x (cat. M7423, Promega,
Madison, EUA), 1 uL a 10 uM de iniciador direto, 1puL a 10 uM de iniciador reverso (Tabela
3), 1uL (66,6 ng) de DNA tratado com por bissulfito e dgua livre de nucleases (cat. M7423,
Promega, Madison, EUA) para completar o volume final de 25uL.

Como controles, foram ainda utilizadas amostras de DNA metilado e ndo metilado
adquiridas comercialmente da Epitect Qiagen (cat. 59655 e 59665, respectivamente, Qiagen,
Hilden, Alemanha).

As sequéncias dos iniciadores sdo apresentadas na tabela 4, e as condi¢des da MS-PCR

nas tabelas 5 e 6, para os genes RASSF1A e HIC1, respectivamente.
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Tabela 4 - Iniciadores RASSF1A e HIC1 utilizados na reagdo em cadeia da polimerase.

Iniciadores Estado da Sequéncia N°
metilagédo pb*
RASSF1A direto  Metilado GTGTTAACGCGTTGCGTTATC 21
RASSF1A reverso  Metilado AACCCCGCGAACTAAAAACGA 21
RASSF1A direto N&o metilado TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG 23
RASSF1A reverso N&o metilado CAAACCCCACAAACTAAAAACAA 23
HIC1 direto Metilado TCGGTTTTCGCGTTTTGTTCGT 22
HIC1 reverso Metilado AACCGAAAACTATCAACCCTCG 22
HIC1 direto N&o metilado TTGGGTTTGGTTTTTGTGTTTTG 23
HIC1 reverso N&o metilado CACCCTAACACCACCCTAAC 20

*pb — pares de base

Tabela 5 - Condicdes da metilacdo especifica da reagdo em cadeia da polimerase para o gene

RASSF1A.

Etapas Descricao Temperatura Tempo N° de ciclos
1 Desnaturacéo inicial  95°C 2 min -

28 Desnaturacéo 94°C 30 seg

2b Anelamento 62°C 30 seg 40

2¢C Extenséo 72°C 30 seg

3 Extenséo final 72°C 5 min -

4 Infinito 4°C -

0

Tabela 6 - Condicdes da metilacdo especifica da reagdo em cadeia da polimerase para o gene

Etlfg)is Etapas Temperatura Tempo N° de ciclos
1 Desnaturacéo inicial  95°C 2 min -
28 Desnaturacdo 94°C 30 seg
2b Anelamento 63°C 30 seg 40
2¢C Extenséo 72°C 30 seg
Extenséo final 72°C 5 min -
4 Infinito 4°C -

o0
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5.5.11 Eletroforese do produto da reacdo em cadeia da polimerase metilacdo especifica

Avaliou-se a presenca de amplificacdo no gene metilado ou ndo metilado por
eletroforese em gel de agarose (Bio-Rad, Hercules, EUA) 2,0% em tampé&o de corrida TBE 1X
(Tris base, &cido borico e EDTA) corado com brometo de etidio a 5 pg/ml. Para analise,
utilizou-se aliquota de 12uL do produto de MS-PCR. Usados ainda 2L de marcador de peso
molecular 50 bp DNA Step Ladder (cat. G4521, Promega, Madison, EUA). A eletroforese foi
realizada em cuba horizontal de eletroforese (OWL Easycast™ B2- Thermo Scientific,
Portsmouth, NH, EUA), com solucdo de TBE 1X a 80v/10 minutos e 100v/35 minutos.

Analisou-se o resultado do MS-PCR em fotodocumentador (Transilluminator L-PIX

Toutch - Loccus Biotecnologia, Cotia, Brasil) sob luz UV, em sistema de captura de imagens.

5.6 Analise estatistica

Para analisar as variaveis qualitativas foram utilizadas as frequéncias absoluta e relativa.
Ja para as variaveis quantitativas, foram adotadas medidas de tendéncia central, disperséo e
posicdo. Nas andlises descritivas, aplicou-se o Teste Exato de Fisher para as variaveis
categdricas, ANOVA nas varidveis normalmente distribuidas e Kruskal-Wallis naquelas que
ndo seguiam a distribuicdo normal. Os resultados foram apresentados em percentuais e
medianas. Para todos os testes, adotou-se nivel de significancia p < 0,050.

A fim de verificar os fatores que pudessem exercer influéncia sobre a metilacdo dos
marcadores epigenéticos ajustou-se uma regressao logistica (AGRESTI; KATERI, 2011),
sendo o método Stepwise empregado para selecdo das varidveis (EFROYMON, 1960).
Inicialmente, fez-se uma analise de regressdo logistica univariada para cada variavel, utilizando
0 método Forward como critério para entrada das variaveis ao nivel de significancia de 25%
para selecdo das varidveis que entraram no modelo da regresséo logistica multivariada. Para a
regressao logistica multivariada, optou-se por utilizar o método Backward e adotou-se o nivel
de 5% de significancia. No método Backward, por sua vez, foi retirada a variavel de maior p-
valor, sendo esse procedimento repetido até que restassem no modelo somente as variaveis
significativas. Além disso, para verificar se 0s modelos ajustados estavam adequados, foram
calculadas as medidas de qualidade de ajuste Pseudo R? e aplicado o teste de Hosmer-
Lemeshow. Utilizou-se o Fator de Inflacdo de Variancia (VIF) para verificar a existéncia de
multicolinearidade nos modelos ajustados. Valores de VIF maiores que 10 foram considerados

evidéncias da presenca de multicolinearidade, o que indica a existéncia de preditores no modelo



50

muito correlacionados entre si (FOX, 2008). Para a analise de regressdo, 0s grupos
“inflamatorio” e “hiperplésico” foram reclassificados como um grupo denominado “outros
tipos polipos”, por serem considerados nao carcinogénicos.

As analises foram realizadas com auxilio do software estatistico R versédo 3.2.4.
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8 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo confirmaram parcialmente a hipotese de que a metilacdo dos
genes supressores de cancer RASSF1A e HICL1 se associa ao estilo de vida e a componentes da
alimentacdo em pessoas submetidas ao rastreamento de cancer colorretal.

O consumo de carne vermelha e processada ndo teve associagdo com a metilagéo dos
genes RASSF1A e HICL.

A metilacdo do gene RASSF1A apresentou associa¢do negativa com parametros do estilo
de vida, tais como consumo do percentual calérico de carboidratos e alcool, e associacdo
positiva com vitamina B6. Essas associag0es, no entanto, ocorreram em sentido oposto ao
esperado.

N&o se identificou associacdo entre a metilacdo do gene HIC1 e os componentes
relacionados ao estilo de vida.

Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar a relacdo entre consumo alimentar,
estilo de vida e padréo de metilacéo dos genes supressores de tumor RASSF1A e HICL. Sugere-
se também a realizacao de estudo com desenho longitudinal que possa acompanhar o0s pacientes
rastreados para 0 exame de colonoscopia. Nessa perspectiva, recomenda-se incluir
monitoramento alimentar, com realizacdo de recordatorios de 24h, e coletar dados
comportamentais que possam contribuir para o melhor entendimento dos fatores determinantes
e/lou protetores para o CCR. Além disso, considera-se importante utilizar a técnica de
microdisseccao na bidpsia e técnicas de analises molecular mais precisas, como a reacdo em

cadeia da polimerase em tempo real.
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APENDICE 1. Eletroforese de DNA gendmico em gel de agarose (0,8%).

Y

A BCDE FGHTI J K KLMNOP QRS

A. Marcador; B. HACC 101; C. HACC 102; D. HACC 103; E. HACC 104; F. HACC 105; G. HACC 106;
H. HACC 107; 1. HACC 108; J. HACC 109; K. HACC 110; L. HACC 111; M. HACC 112; N. HACC 113;
O. HACC 114; P. HACC 115; Q. HACC 116; R. HACC 117; S. HACC 118.

APENDICE 2. Eletroforese de DNA gendmico em gel de agarose (0,8%).

10 kb

A. Marcador; B. HACC 119 (a); C. HACC 119 (a); D. HACC 120; E. HACC 121; F. HACC
122; G. HACC 123 (a); H. HACC 123 (b); I. HACC 125; J. HACC 126; K. HACC 127; L.
HACC 128; M. HACC 129; N. HACC 130; O. HACC 131; *. Pogo livre.
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APENDICE 3. Eletroforese de DNA gendmico em gel de agarose (0,8%).

10 kb
A. Marcador; B. HACC 132; C. HACC 133; D. HACC 134; E. HACC 135; F. HACC 136; G. HACC 137 (a); H. HACC 138; I. HACC 139; J.
HACC 140; K. HACC 141
APENDICE 4. Eletroforese de DNA gendmico em gel de agarose (0,8%).
10 kb

A. Marcador; B. HACC 142; C. HACC 143; D. HACP 244; E. HACP 245; F. HACP 246; *. Poco livre.
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APENDICE 5. Eletroforese de DNA gendmico em gel de agarose (0,8%).

10 kb
A. Marcador; B. HACC 144; C. HACC 145; D. HACC 146; E. HACC 147; F. HACC 148; G. HACC 149; H. HACC 150; I. HACC 151; J. HACC 152; K.
HACC 153; L. HACC 154; M. HACC 155; N. HACC 156; O. HACC 157; *. Poco livre.
APENDICE 6. Eletroforese de DNA gendmico em gel de agarose (0,8%).
10 kb >

A. Marcador; B. HACP 202; C. HACP 203; D. HACP 205; E. HACP 208; F. HACP 209; G. HACP 214; H.
HACP 215; I. HACP 217; J. HACP 218; K. HACP 221; L. HACP 222; M. HACP 224.
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APENDICE 7. Eletroforese de DNA gendmico em gel de agarose (0,8%).

10 kb

A. HACP 204; B. HACP 206; C. HACP 207; D. HACP 210; E. HACP 211; F. HACP 212; G. HACP 213; H.
HACP 216; I. Marcador; J. HACP 219.

APENDICE 8. Eletroforese de DNA gendomico em gel de agarose (0,8%).

T LA BT T AR A

A B CDE F & H I KM NO P

A. Marcador; B. HACP 225; C. HACP 226; D. HACP 227; E. HACP 229; F. HACP 230; G. HACP 231; H. HACP 232; I.
HACP 233; J. HACP 234; K. HACP 235; L. HACP 236; M. HACP 237; N. HACP 238; O. HACC 239; P. HACP 240; Q.
HACP 241; R. HACP 242; S. HACP 243; *. Pogo livre.
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APENDICE 9. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene RASSF 1A tratado com bissulfito em gel de agarose

(2,0%).
100 bp
Legenda: CM= controle metilado; CU= controle ndo metilado; M= primer metilado; U= primer ndo metilado.
APENDICE 10. Eletroforese da reagiio em cadeia da polimerase do gene RASSFIA tratado com bissulfito em gel de
agarose (2,0%).
100 bp

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.
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APENDICE 11. Eletroforese da reagdo em cadeia da polimerase do gene RASSFIA tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.

APENDICE 12. Eletroforese da reacio em cadeia da polimerase do gene RASSFIA tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

Legenda: CM= controle metilado; CU= controle ndo metilado; M= primer metilado; U= primer ndo metilado.
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APENDICE 13. Eletroforese da reagéio em cadeia da polimerase do gene RASSF 1A tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.

APENDICE 14. Eletroforese da reacio em cadeia da polimerase do gene RASSF1A tratado com bissulfito em gel de agarose (2.0%).

100 bp

Legenda: CM= controle metilado; CU= controle ndo metilado; M= primer metilado; U= primer ndo metilado.
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APENDICE 15. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene RASSFIA tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%)

100 bp

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.

APENDICE 16. Eletroforese da reacio em cadeia da nolimerase do gene RASSF1A tratado com bissulfito em eel de agarose (2.0%).

100 bp

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.
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APENDICE 17. Eletroforese da reagiio em cadeia da polimerase do gene RASSFA tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

Legenda: CM= controle metilado; CU= controle ndo metilado; M= primer metilado; U= primer ndo metilado.

APENDICE 18. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene RASSF A tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

100 bp

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.
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APENDICE 19. Eletroforese da reagiio em cadeia da polimerase do gene RASSF A tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

100 bp

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.

APENDICE 20. Eletroforese da rea¢io em cadeia da polimerase do gene RASSF1A tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

100 bp

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.
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APENDICE 21. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene RASSF 14 tratado com bissulfito em gel de agarose
(2,0%).

100 bp = = ----- = Py ==

Legenda: CM= controle metilado; CU= controle ndo metilado; M= primer metilado; U= primer ndo metilado.

APENDICE 22. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene RASSFIA tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

100 bp

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.
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APENDICE 23. Eletroforese da reagiio em cadeia da polimerase do gene RASSFA tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

Legenda: CM= controle metilado; CU= controle ndo metilado; M= primer metilado; U= primer ndo metilado.

APENDICE 24. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene HICI tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

100 bp

Legenda: CM= controle metilado; CU= controle ndo metilado; M= primer metilado; U= primer ndo metilado.
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APENDICE 25. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

Legenda: M= primer metilado;
U= primer ndo metilado.

APENDICE 26. Eletroforese da reagdo em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

100 bp

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.
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APENDICE 27. Eletroforese da reagdo em cadeia da polimerase do gene HICI tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.

APENDICE 28. Eletroforese da reacdo em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

100 bp

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.
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APENDICE 29. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

100 bp

Legenda: CM= controle metilado; CU= controle ndo metilado; M= primer metilado; U= primer ndo metilado.

APENDICE 30. Eletroforese da reagdo em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.



APENDICE 31. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

100 bp —>

Legenda: M= primer metilado;
U= primer ndo metilado.

APENDICE 32. Eletroforese da reagdo em cadeia da polimerase do gene HICI tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado.
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APENDICE 33. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

Legenda: CM= controle metilado; CU= controle ndo metilado; M= primer metilado; U= primer ndo metilado.

APENDICE 34. Eletroforese da reagdo em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

100 bp

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado
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APENDICE 35. Eletroforese da reaciio em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%)

Legenda: CM= controle metilado; CU= controle ndo metilado; M= primer metilado; U= primer ndo metilado.

APENDICE 36. Eletroforese da reagdo em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado
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APENDICE 37. Eletroforese da reagiio em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

am <— 100 bp
M U M ] M U M ] M ] M ] M U M U M ] -

217 218 219 220 221 222 223 ° 224 . 225

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado

APENDICE 38. Eletroforese da reagdo em cadeia da polimerase do gene HICI tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado
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APENDICE 39. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

100bp —

Legenda: CM= controle metilado; CU= controle ndo metilado; M= primer metilado; U= primer ndo metilado.

APENDICE 40. Eletroforese da reagdo em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%)

100 bp

Legenda: M= primer metilado;
U= primer ndo metilado
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APENDICE 41. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%)

Legenda: M= primer metilado;
U= primer ndo metilado

APENDICE 42. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene HICI tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%)

Legenda: M= primer
metilado; U= primer ndo
metilado
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APENDICE 43. Eletroforese da reagiio em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%)

100 bp

Legenda: M= primer metilado; U= primer ndo metilado

APENDICE 44. Eletroforese da reagdo em cadeia da polimerase do gene HICI tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%)

100 bp

Legenda: M= primer metilado; U= primer
ndo metilado
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APENDICE 45. Eletroforese da reagio em cadeia da polimerase do gene HIC! tratado com bissulfito em gel de agarose (2,0%).

Legenda: CM= controle metilado; CU= controle ndo metilado; M= primer metilado; U= primer ndo metilado.
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APENDICE 46. Regresséo logistica univariada para RASSF1A com base nas variaveis de
perfil do consumo energético e nutricional da populacéo.

Variaveis O.R! 1.C. 95%? p-valor
Calorias total 1,00 (1,00; 1,00) 0,436
% calorico do carboidrato 0,90 (0,82; 0,99) 0,036
% cal6rico da proteina 1,23 (1,04; 1,45) 0,013
% calorico do lipidio 1,01 (0,95; 1,08) 0,705
Gordura saturada 0,99 (0,92; 1,05) 0,664
Gordura monoinsaturada 1,01 (0,95; 1,07) 0,787
Gordura poli-insaturada 0,98 (0,94; 1,03) 0,389
Omega 3 1,18 (0,83; 1,67) 0,360
Fibra alimentar total 1,03 (0,98; 1,09) 0,264
Fibra soltvel 1,09 (0,95; 1,26) 0,214
Fibra insolavel 1,05 (0,96; 1,14) 0,301
Célcio 1,00 (1,00; 1,00) 0,901
Ferro 1,02 (0,93;1,12) 0,724
Selénio 1,00 (0,99; 1,01) 0,509
Zinco 1,08 (0,96; 1,22) 0,193
Acido félico 1,00 (1,00; 1,00) 0,931
Vitamina A 1,00 (1,00; 1,00) 0,377
Vitamina D 0,94 (0,73; 1,21) 0,634
Vitamina C 0,99 (0,98; 1,01) 0,377
Vitamina Bs 2,40 (1,00; 5,78) 0,050
Vitamina B12 1,10 (0,90; 1,33) 0,352
Metionina aminoacido 1,33 (0,64; 2,77) 0,441
Carne vermelha 1,00 (0,99; 1,01) 0,350
Carne processada 1,01 (0,96; 1,05) 0,802

10.R.- Odds Ratio ou Razdo de Chances; ?I.C. — Intervalo de confianga I.C 95% - Intervalo de 95% de confianca.

APENDICE 47. Regressdo logistica univariada para RASSF1A com base nas variaveis
numeéricas idade, IMC e circunferéncia da cintura.

Variaveis O.R! 1.C.95%? p-valor
Mal nutrido/Eutrofico - - -
Classificagdo do IMC3 .
assITIcacao Sobrepeso/Obesidade 131 (059:2,91) 0,506
Classificagdo da Circunferéncia Risco baixo/moderado - - -
da cintura Risco alto 1,10  (0,49;247) 0,809

1Q.R.- Odds Ratio ou Razao de Chances; ?I.C. — Intervalo de confianca 1.C 95% - Intervalo de 95% de confianga;
%Indice de massa corporea.
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APENDICE 48. Regressdo logistica univariada para RASSF1A com base nos exames

bioquimicos.

Variaveis O.R! I.C. 95%7 p-valor
Hemacia 0,74 (0,34; 1,60) 0,441
Hemoglobina 1,02 (0,95; 1,08) 0,631
Hematocrito 0,93 (0,85; 1,03) 0,159
Leucdcito 1,00 (1,00; 1,00) 0,353
Linfocito 1,00 (1,00; 1,00) 0,911
Glicemia 1,02 (1,00; 1,04) 0,130
Colesterol total 1,00 (0,99; 1,01) 0,815
Colesterol HDL 1,00 (0,97; 1,03) 0,956
Colesterol LDL 1,00 (0,99; 1,01) 0,495
Colesterol VLDL 1,00 (0,98; 1,03) 0,693
Triglicerideos 1,00 (0,99; 1,01) 0,766
Proteinas totais 1,12 (0,65; 1,93) 0,685
Albumina 1,68 (0,64; 4,40) 0,293
Globulina 0,74 (0,36; 1,54) 0,424

10.R.- Odds Ratio ou Razdo de Chances; ?I.C. — Intervalo de confianca I.C 95% - Intervalo de 95% de confianca

APENDICE 49. Regressdo logistica univariada para RASSF1A com base nas variaveis

caracterizadoras.

Variaveis O.R! I.C. 95%? p-valor
Sexo Masculino - - -
Feminino 0,95 (0,41; 2,20) 0,911
Estado Civil Sem companheiro - - -
Com companheiro 0,70 (0,30; 1,65) 0,416
. Estudou até 8 anos - - -
Escolaridade .
Estudou mais de 8 anos 0,61 (0,27; 1,38) 0,237
. Parda - - -
Etnia
Outras 0,65 (0,29; 1,45) 0,288

!0.R.- Odds Ratio ou Razéo de Chances; ?I.C. — Intervalo de confianca I.C 95% - Intervalo de 95% de confianga
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APENDICE 50. Regressdo logistica univariada para RASSF1A com base nas variaveis dos

hébitos de vida.

Variaveis O.R! I.C. 95%? p-valor

Fumante N_éo?’ ) i ]
sim 115  (042:315) 0,788

c A1cool Néo - - -
onsome alcoo Sim 057  (0,25:1,26) 0,165

Uso de medicamento Né&o - - -
regular Sim 0,65 (0,27; 1,57) 0,344

Suplemento nutricional Nao ] ) )
Sim 1,76 (0,72; 4,31) 0,218

. . Nenhuma - - -
Atividade Fisica Caminhada/Outros 096 (043215 0,926

!0.R.- Odds Ratio ou Raz&o de Chances; ?1.C. — Intervalo de confianga I.C 95% - Intervalo de 95% de confianga;
3N&o fumante — Individuo que nunca fumou ou que deixou de fumar ha mais de 15 anos;

APENDICE 51. Regressdo logistica univariada para RASSF1A com base nas variaveis dos

habitos intestinais e antecedentes pessoais e familiares.

Variaveis O.R! I.C.95%?  p-valor
Diaria/2em 2 dias/ 3
Ritmo Intestinal em 3 dias i ) i
1 vez por semana 1,64 (0,48; 5,56) 0,427
Consisténcia das f Normal - - -
onsistencia das 1ezes oy tinado/Diarreia 0,66 (0,30; 1,47) 0,306
Antecedentes pessoais Nenhum - - -
e familiares: cancer Cancer familiar 1,33 (0,59;3,01) 0,488
Antecedentes pessoais Nenhum - - -
e familiares: diabetes  Diabetes familiar 1,47 (0,66; 3,27) 0,340
Antecedentes pessoais Nenhum - - -
e familiares: Hipertensao familiar 0,32 (0,11;0,92) 0,035

hipertensao

!0.R.- Odds Ratio ou Raz&o de Chances; °I1.C. — Intervalo de confianca I.C 95% - Intervalo de 95% de confianca
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APENDICE 52. Regresséo logistica univariada para HIC1 com base nas variaveis de perfil do
consumo energético e nutricional da populacéo.

Variaveis O.R! 1.C. 95%? p-valor
Calorias total 1,00 (1,00; 1,00) 0,930
% caldrico do carboidrato 0,98 (0,86; 1,11) 0,712
% caldrico da proteina 1,13 (0,91; 1,40) 0,263
% cal6rico do lipidio 0,99 (0,91; 1,09) 0,906
Gordura saturada 0,99 (0,91; 1,09) 0,894
Gordura monoinsaturada 1,03 (0,94;1,13) 0,555
Gordura poli-insaturada 0,98 (0,93; 1,05) 0,592
Omega 3 1,07 (0,66; 1,75) 0,786
Fibra alimentar total 1,02 (0,94; 1,10) 0,624
Fibra soltvel 1,05 (0,87; 1,28) 0,598
Fibra insoltvel 1,03 (0,91;1,16) 0,673
Calcio 1,00 (1,00; 1,00) 0,247
Ferro 1,01 (0,88; 1,15) 0,909
Selénio 1,00 (0,99; 1,02) 0,672
Zinco 1,06 (0,89; 1,25) 0,539
Acido félico 1,00 (1.00; 1,00) 0,822
Vitamina A 0,99 (0,97;1,02) 0,559
Vitamina D 0,90 (0,64; 1,27) 0,556
Vitamina C 1,00 (1,00; 1,00) 0,910
Vitamina Bs 0,84 (0,29; 2,41) 0,743
Vitamina B12 0,98 (0,77; 1,25) 0,889
Metionina aminoacido 1,25 (0,44; 3,55) 0,682
Carne vermelha 1,01 (0,99; 1,02) 0,270
Carne processada 0,98 (0,93; 1,03) 0,465

!0.R.- Odds Ratio ou Razdo de Chances; 21.C. — Intervalo de confianga I.C 95% - Intervalo de 95% de confianga

APENDICE 53. Regressdo logistica univariada para HIC1 com base nas variaveis numéricas

idade, IMC e circunferéncia da cintura.

Variaveis O.R 1.C-95% Valor-p
e Mal nutrido/Eutrofico - - -
Classificagdo do IMC o o 050/0besidade 188  (059:6,04) 0,289
Classificacdo da Risco baixo/moderado - - -
Circunferéncia da cintura Risco alto 1,56 (0,50; 4,81) 0,443

!0.R.- Odds Ratio ou Razdo de Chances; I.C. — Intervalo de confianga 1.C 95% - Intervalo de 95% de confianca
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APENDICE 54. Regresséo logistica univariada para HIC1 com base nos exames bioquimicos.

Variaveis O.R! 1.C. 95%° p-valor
Hemécia 1,03 (0,34; 3,08) 0,957
Hemoglobina 1,01 (0,93; 1,09) 0,839
Hematocrito 0,95 (0,84; 1,09) 0,489
Leucocito 1,00 (1,005 1,00) 0,390
Linfdcito 1,00 (1,00; 1,00) 0,369
Glicemia 1,01 (0,98; 1,05) 0,396
Colesterol total 1,01 (1,00; 1,03) 0,144
Colesterol HDL 1,01 (0,97; 1,06) 0,584
Colesterol LDL 1,01 (0,99; 1,02) 0,299
Colesterol VLDL 1,00 (0,97; 1,03) 0,954
Triglicerideos 1,00 (0,99; 1,01) 0,771
Proteinas totais 4,33 (1,12; 16,76) 0,034
Albumina 2,59 (0,69; 9,64) 0,157
Globulina 1,86 (0,57; 6,04) 0,300

!0.R.- Odds Ratio ou Razdo de Chances; I.C. — Intervalo de confianga I.C 95% - Intervalo de 95% de confianca

APENDICE 55. Regressdo logistica univariada para HIC1 com base nas varidveis
caracterizadoras.

Variaveis O.R. I.C. 95%7 p-valor
Sexo Mas_cu_lino - - -
Feminino 1,48 (0,47; 4,63) 0,505
Estado civil Sem companhei_ro - - -
Com companheiro 0,28 (0,06; 1,35) 0,113
Escolaridade Estudou até _8 anos - - -
Estudou mais de 8 anos 2,24 (0,70; 7,20) 0,176
Etnia Parda ) ) .
Outras 1,84 (0,54; 6,30) 0,332

!0.R.- Odds Ratio ou Razdo de Chances; I.C. — Intervalo de confianca I.C 95% - Intervalo de 95% de confianca

APENDICE 56. Regresséo logistica univariada para HIC1 com base nas variaveis dos héabitos
de vida.

Variaveis O.R.! I.C. 95%?2  p-valor

Fumante N_éo?’ - ) )
Sim 0,89 (0,23; 3,53) 0,871

Consome alcool N_ao ) ) N
Sim 0,60 (0,19; 1,88) 0,383

Uso de medicamento regular Nao i ) )
Sim 0,83 (0,24; 2,85) 0,763

Suplemento nutricional N_ao i . N
Sim 0,79 (0,24; 2,56) 0,692

.. . Nenhuma - - -
Atividade Fisica Caminhada /Outros 094  (03:292) 0913

!0.R.- Odds Ratio ou Razéo de Chances; ?I.C. — Intervalo de confianca I.C 95% ; *N&o fumante - Nunca fumou
ou parou de fumar ha mais de 15 anos.
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APENDICE 57. Regressio logistica univariada para HIC1 com base nas variaveis dos habitos
intestinais e antecedentes pessoais e familiares.

Variaveis O.R! 1.C.95%?2 p-valor

Diéria/ 2 em 2 dias /
Ritmo Intestinal 3 em 3 dias i ) i

1 vez por semana 0,99 [0,20;4,93] 0,988
Consisténcia das fezes Normal _ . i )

Obstipado/Diarreia 0,37 [0,12;1,20] 0,099
Antecedentes pessoais e Nenhum - - -
familiares: cancer Cancer familiar 0,90 [0,28;2,92] 0,867
Antecedentes pessoais e Nenhum - - -
familiares: diabetes Diabetes familiar 2,98 [0,87;10,18] 0,082
Antecedentes pessoais e Nenhum - - -
familiares: hipertenséo Hipertensao familiar 0,45 [0,09;2,14] 0,313

!0.R.- Odds Ratio ou Razdo de Chances; I.C. — Intervalo de confianga 1.C 95% - Intervalo de 95% de confianca
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ANEXO 1. Aprovacio do Comité de Etica

Universidade de Brasilia

Faculdafie de Ciéncias da Satde
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Titulo do Projeto: “Estudo da associagdo do habito alimentar e expresséo dos genes
RASSF1A e HIC1 em individuos com cancer colorretal”

Pesquisadora Responsavel: Araida Dias Pereira

Data de Entrada: 19/02/2014

CAAE: 05580514.2.0000.0030

Com base na Resolugdo 466/12, do CNS/MS, que regulamenta a ética em pesquisa com
seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, apds analise dos aspectos éticos e do
contexto técnico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto intitulado “Estudo da
associagdo do habito alimentar e expressdo dos genes RASSF1A e HIC1 em individuos

com cancer colorretal”, na 2* reunido ordinaria realizada no dia 09 de abril de 2014.

O pesquisador (a) responsavel fica, desde ja, notificado (a) da obrigatoriedade da
apresentagdo de um relatério semestral e relatorio final sucinto e objetivo sobre o

desenvolvimento do Projeto, no prazo de 1 (um) ano a contar da presente data presente.

Brasilia, 13 de maio de 2014.

g gt
¢ ’am‘/»‘(/aﬂ/q‘
/. y
}?rofa. Dra. Marie Togashi @rof. Dra. Mari Togushi
Coordenador do CEP-FS/UnB B rdpaaty

Pesquisa
com Seres Humangs (CEPIFS) « UnB

Comité de Ltica em Pesquisa com Seres Humanos - Faculdade de Ciéncias da Satde
Universidade de Brasilia - Campus Universitario Darcy Ribeiro - CEP: 70.910-900
Telefone: (61)-3107-1947  Email: cepfs@unb.br
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ANEXO 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

E

UNIVERSIDADE DE BRASILIA ;
. FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
CAMPUS UNIVERSITARIO DARCY RIBEIRO
BRASILIA - DF
TELEFONE (061) 3107-1947
E-mail: cepfs(@unb.br
http://fs unb.br/cep/

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa:
ESTUDO DA ASSOCIACAO DO HABITO ALIMENTAR E EXPRESSAO DOS
GENES RASSFIA E HICI EM INDIVIDUOS COM CANCER COLORRETAL.

A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS: O céncer
colorretal esta entre os tipos de cincer mais comuns no Brasil. Atualmente, observa-se o
aumento dessa doenca, ¢ acredita-se que seu surgimento possa ser favorecido pelo habito
alimentar dos individuos. O céancer ¢ o resultado do envelhecimento ou erros no
funcionamento do organismo que podem ou nido serem decorrentes de falhas genéticas
herdadas dos pais. A pesquisa se justifica por tentar associar caracteristicas como: o peso
corporal, a circunferéncia da cintura, e o indice de massa corpérea — IMC, com o habito
alimentar e cancer colorretal. Para entender e avaliar a relagio entre a alimentagdo e a essa
doenca estudaremos os genes RASSFIA e HICI, que podem estar com a expressio
alterada, no tecido intestinal das pessoas com a doenga. A retirada de fragmentos muitos
pequenos do intestino (biopsia) coletadas durante o exame de colonoscopia permitirdo o
estudo destes genes. Para a avalia¢do do estado nutricional sera coletada amostra de sangue
em jejum (8 ml) para analise de albumina, lipidograma, hemograma e de glicose.

DESCONFORTOS, RISCOS E BENEFICIOS: As biopsias serdo retiradas de 5
(cinco) locais diferentes da lesdo ou polipos e serdo fragmentos menores que 0,4 cm’ cada.

Nos casos de tecido intestinal saudavel as amostras serdo coletadas a 15 cm da
borda anal. Nao havera nenhum desconforto além daquele ja previsto para o exame de
colonoscopia e a picada da agulha para coleta de sangue, que sera realizado por
profissional de um laboratorio especializado em andlise clinica. Vocé recebera consulta de
nutricionista que fara uma avaliag¢do nutricional (medidas de peso, altura e circunferéncia
da cintura), aplicarda um questiondario de frequéncia alimentar e socio econdmico. A sua
participacdo na pesquisa contribuira para o melhor entendimento da associag¢do do habito
alimentar e o cancer colorretal.

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSINTENCIA: A sua participagio no

estudo nio interferird no seu tratamento. Vocé seguird seu tratamento normal. No caso de

1
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UNIVERSIDADE DE BRASiLIA’
. FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
CAMPUS UNIVERSITARIO DARCY RIBEIRO
BRASILIA - DF
TELEFONE (061) 3107-1947
E-mail: cepfs@unb.br
http://fs.unb.br/cep/

apresentar alguma alteragdo nos exames bioquimicos sera encaminhado para um médico
ou nutricionista para o tratamento adequado do seu problema.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E
GARANTIA DE SIGILO: Vocé sera esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto
que desejar. Vocé € livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou
interromper a participa¢do a qualquer momento. A sua participag@o ¢ voluntdria e a recusa
em participar ndo ira acarretar qualquer penalidade ou mudan¢a no procedimento do
exame.

A sua identidade sera tratada com sigilo. As amostras coletadas serdo codificadas,
havendo uma unica identificagdo para cada individuo, impedindo a troca das amostras. A
identidade sera estritamente confidencial e ndo serd revelada em qualquer publicacéo geral
ou cientifica que envolva esses dados. Os arquivos que contém cstas informagdes serdo
armazenados de forma segura. Apenas o coordenador principal e demais pesquisadores
responsaveis terdo acesso aos codigos. Vocé recebera os resultados de todos os exames
bioquimicos. Uma copia deste consentimento informado sera arquivada pelo pesquisador
responsavel e outra sera entregue a vocé.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR
EVENTUAIS DANOS: A participa¢do no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo
sera disponivel nenhuma compensag¢do financeira adicional, exceto no caso de
ressarcimento dos valores gastos com transporte urbano e alimentagio para participar da
pesquisa quando necessario, sendo necessdria a apresenta¢do de recibo para comprovar a
despesa. No caso de vocé sofrer qualquer dano causado pela pesquisa tera o direito de
solicitar indenizagao.

Eu fui informado (a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas duavidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas
informagdes e motivar minha decisdo se assim o desejar. A pesquisadora Araida Dias
Pereira ¢ sua orientadora, professora Dra. Marina Kiyomi Ito, certificaram-me de que todos

os dados desta pesquisa serdo confidenciais.
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UnB )
UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
CAMPUS UNIVERSITARIO DARCY RIBEIRO
BRASILIA - DF
TELEFONE (061) 3107-1947
E-mail: cepfs{@unb.br
http://fs. unb br/cep/

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orgamento da
pesquisa. Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo
de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as
minhas duvidas. Em caso de duvidas adicionais poderei chamar a pesquisadora Araida
Dias Pereira no telefone (63) 3421-1726 e o Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade de Brasilia no telefone (061) 3107-1947 ou e-mail:

cepfsunb@gmail.com

Nome Assinatura do Participante Data
Nome Assinatura do Pesquisador Data
Nome Assinatura da Testemunha Data



ANEXO 3. Questionario de Frequéncia Alimentar

PROJETO: A ASSOCIACAO DO HABITO ALIMENTAR E METILAGCAO DOS GENES
RASSFIA E HIC1 EM INDIVIDUOS COM CANCER COLORRETAL

Questionario de Freqiiéncia Alimentar

Data

Local colonoscopia

Cédigo identificacao

Nome:

Entrevistador:

> As questoes seguintes relacionam-se ao habito alimentar usual no ULTIMO ANO (12

meses).
LEGUMINOSAS E QUANTAS VEZES VOCE COME |UNIDADE| PORCAO MEDIA [SUA PORCAO
OVvoS (M)
Feijdo carioca ou preto N1 2 3 4 6 7 8 9 10/ D S M A [l concha grande (104g) PMG
O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0O|0600O0 000
Feijoada N1 2 3 45 6 7 8 9 10/DSM A| 1conchacheia(174g) PMG
O0O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOO0O(00O0O 00O
Ovo de galinha cozido N1 23 456 78 910 DSMA | unidade média (52 PMG
000000O0O0OO 0|00 o0 o | unidademédia (52g) 000
Ovo de galinha frito N1 23 456 7 8 9 10/DSM A]|l ovomédio (50g) PMG
O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0O|000O0 000
LEITE E DERIVADOS| QUANTAS VEZES VOCE COME | UNIDADE PORCAO MEDIA |SUA PORC.&O
M)
Leite integral N123 456789 10 DSMA 1 copo americano P MG
0O0O0O0O0O0O0O0O0O0OO0OO0OO0O O |O0OO0OOO (150ml) 00O
Leite desnatado N1234567289 10DSMA 1 copo de requeijao PMG
0O0O0O0O000O0O00 O |00O0O (250ml) 00O
Togurte de fruta N1234567289 10| DSMA 1 . 1 PMG
0000000000 O |0O0OOQ | oPoanericanou 000
unidade (220ml)
Queijo mussarela N1 234567 89 10 | DSMA/|1el/2fatia finas (15g) PMG
0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0OO0OO0O0O O |OO0OOO 00
Queijo minas frescal N123456789 10| DSMA 1 fatia M (40g) PMG
O0O0O0O00O0O0OO0OO0 O |00O0O 00O
Margarina N 123456789 10|DSMA]| 2pontasde faca (6g) PMG
0O0OO0O0O0O0O0O0O0OO0O0OO0 O |O0OO0OO0OO 00O
Manteiga N 123456789 10|DSMA/| 2pontasde faca (5g) PMG
0O0O0O0O0O00O0OO00 O |00O0O 00O
Requeijao tradicional N123 6 8 9 10 | DS M A [ Icolherde sobremesa PMG
OO0O00O0O0O0OO0OO0OO0O O 0000 cheia (26g) 00O

Knido escrever aquiN

ndo escrever aquiN
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K ndo escrever aquiN

nao escrever aquiN

CEREAISE QUANTASVEZESVOCE COME |UNIDADE | PORGAO MEDIA |SUA PORGAO
TUBERCULOS M)
Arroz branco cozidocom ([N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10/ D S M A | 3colheresde servir PMG
6leo e temperos O O0OO0O0O0OOOOOOOOOOOO niveladas (180g) 00O
Batata frita N 1 2 3 45 6 7 8 910 DS M A |3e1l/2colheres de servir PMG
O0OO0OO0OO0OO0OOOOOOlOOOO (609) 00O
Batata cozida/Abobora |N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10| D S M A |3 colheres de sopa (60g) PMG
O0O0OO0OO0OO0OOOOOOlOOOO / 00O
1 escumadeira rasa (759)
Batata doce frita N1 23 456 7 8 910DSMA 18 rodelas (267g) PMG
O 0OO0OO0OO0OO0OOOOOOlOOOO 00O
Batata doce cozida N 12 3 456 7 8 910DSMA 5 rodelas (175g) PMG
O 0O O0O0O0OOOOOOOOjlOOOO 00O
Inhame N 1 2 3 45 6 7 8 910 DS M A |4colheresservir (208g) PMG
O 0O O0O0O0OOO0OOOOOOfjlOOOO 00O
Mandioca cozida N 1 2 3 45 6 7 8 910 DS M A |8pedagos medios (200g) PMG
O 0O0OO0OO0OO0OOOOOO[OOOO 00O
Cuscuz de milho N 1 2 3 45 6 7 8 910 DS M A| 3fatias grandes (220g) PMG
OO0OO0O0OOOOOOOOOOOO 00O
Aveia N 1 2 3 45 6 7 8 910 DS M A [3colheres de sopa cheias| PMG
O0OO0O0O0O0OOODOOOOOOOO (299) 00O
Farofa N 1 2 3 45 6 7 8 910 DSMA| 1lel/2colherdesopa P MG
O0OO0O0O0OOODOOOOOOOO cheia (25,59) 00O
Farinha de Mandioca N 1 2 3 45 6 7 8 910 DS M A |4colheres de sopa cheias| PMG
OO0OO0O0O0OO OO OTQODOOO0OOOOO (60g) 00O
Macarrao cozido N 1 2 3 45 6 7 8 910/DSMA/| 3colheresdeservir PMG
O0OO0O0O0OOTODOOOOOOOO niveladas (112g) 00O
SUCOS QUANTASVEZESVOCE COME | UNIDADE POR(}AO MEDIA SUA POR(}AO
M)
Suco de fruta naturalN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [D S M A | 1copoderequeijao PMG
(polpa e fruta) O0OO0OO0OO0OO0OO0OOOO O|OOOO (250ml) 00O
Suco de fruta de garrafd N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |[DSMA 1 copo de requeijao P MG
ou de caixinha 0O0O0O0O0O0OO0OO0OOO0OO OfOOOO (250ml) 00O
Suco de fruta em po N12345¢67 89 10|{DSMA d L PMG
0000000000 O|00O0O| 1copoderequeiio ooo0

(250ml)
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HORTALIGASE QUANTASVEZESVOCE COME [ UNIDADE | PORGAO MEDIA SUA PORGAO
FRUTAS (M)

Tomate cru N 123 4567 8910DSMA 2 rodelas (36g) PMG
O O0OOOOOOOOO|OOOO 00O
Cenoura cozida N 123 4567 8910DSMA 1 e 1/2 colheres de PMG
O O0OOOOOOOOO|OOOO sopa (229) 00O
Abacate / Goiaba N 123 4567 8910DSMA 5 fatias (155g) / 1 P MG
O OO0 OOOOOOO|OO0 O O | unidade grande (138g) 00O
Banana/Laranja/Maga/| N 1 2 3 4 56 7 8 9100/DSMA 4 unidades médias PMG
Mamao papaia ou formosaf O OO O O O O O O O 0000 O (172g) / 00O

1 e 1/2 unidade (178g) /

1 unidade grande (170g)

/
1 unidade média (166g)
ou
1 fatia média (170g)
PAES, BISCOITOSE QUANTASVEZESVOCE COME [ UNIDADE | PORGAO MEDIA | SUA PORGAO
BOLOS M)

Pao francés N1 2 3 45 6 7 8 9 10/ D S M A [Lunidade média (509) PMG
O0OO0OOOOOOOOOlOOOO 00O
Pao de forma/Hambuarguer//N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10/ D S M A | 2fatias/ 1 unidade P MG
Cachorro-quente OO0OO0OO0OO0OO0OOOOOO|O0OOOO (500) 00O
Biscoito cream cracker N1 2 3 45 6 7 8 9 10/ DS M A |8unidades comerciais PMG
O0OO0OO0OOOOOOOOlOOOO (409) 00O
Biscoito recheado N1 23 456 7 8 9100DSMA 2 unidades (279) PMG
O0OO0OO0OO0OO0OOOOOOlOOOO 00O
Bolo Caseiro N 12 3 456 7 8 9 10/DSMA]| A4fatiaspequenas P MG
0O0OO0OO0OO0OO0OOOOOOlOOOO (100g) 00O
Bolo de Padaria N1 2 3 45 6 7 8 9 10/ DS M A |2 fatias grandes (98g) PMG
OO0OO0O0O0OOO0OOTO OSODOQOO|OOOO 00O

¥ndo escrever aquiN

K nao escrever aquiN
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CARNESE PEIXES QUANTASVEZESVOCE COME|UNIDADE POR(_;I_\O MEDIA SUA_
M) PORCAO

Peixe cozido N1 2 3 456 7 8 910 DSMA 8 postas (318g) PMG

COOO0OO0OOO0OOOOO|OOOO 00O
Peixe frito N1 2 3 456 7 8 910DSMA 6 files médios (198 g) PMG

COOO0OO0OOO0OOOOO|OOOO 00O
Carne de boi cozida N1 2 3 456 7 8 9 10DSMA 6 colheres de servir rasas PMG

CO00O0O0OOOOOO|OOOO (42 cubos) (258g) 00O
Carme moida / Costela deN1 2 3 4 5 6 7 8 9 10/DSMA 4 colheres de sopa cheias / PMG
boi COOO0OO0OOOOOOO(0OOOO 1 costela média (90 g) 00O

1 bife medio (84g) /

N1 2 3 456 7 8 9 10DSMA 1 e Y fatias grossas (889) PMG
Bife / Carne assada COOO0OO0OOO0OOOOO(0OOOO 00O

N1 2 3 456 7 8 9 10DSMA 1 bife médio (58g) PMG
Figado bovino COOOO0OOOOOOO|OOOO 00O

N1 2 3 456 7 8 9 10DSMA 5 ped /8 ped 75 PMG
Lingiiica de porco cozida/ [CO O O 0 0 0 0 O O 0|0 0 0 o| 3Pedasos/8pedacos (759) | 5 g g
frita

N1 2 3 456 7 8 9 10DSMA Cozido: 2 ped P ou 1 coxa PMG
Frango COM pele (cozido,CO O O O O O O O O OO O O O Assado: 1coxa P e 2 asas co0oO0
lassado e frito) Frito: 2 coxas da asa e 1 asa (97g)
Frango SEM pele (cozido, N1 2 3 4 5 6 7 8 9 10/[DSMA Cozido: 2 ped P ou 1 coxa PMG
lassado e frito) COOOO0OO0O0OOOOO|OOOO Assado: 1coxa P e 2 asas oco0oO0

Frito: 2 coxas da asa e 1 asa (619)
2 bifes médios (140g)

Bife de fil¢ de frango N1 2 3 456 7 8 9 10DSMA 2 bifes médios (140g) P MG

COOO0OO0OOO0OOOOO(0OOOO 00O
Salsicha N1 2 3 456 7 8 9 10DSMA v unidade (25g) PMG

COOOO0OOOOOOO|OOOO 00O
Mortadela/Presunto/ N1 2 3 456 7 8 9 10DSMA 1 fatia média (15 g) PMG
|Apresuntado COOO0OOO0OOOOOO|OOOO 000

¥ndo escrever aquiN
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DIVERSOS QUANTASVEZESVOCE COME | UNIDADE PORGAO MEDIA SUA

M) PORGAO

Cerveja N 12 3 456 7 8 9 10/DSMA 2 latas (581ml) PMG
O0OO0OO0OO0OOO0OOOOO|00OO0O 00O

Refrigerante comum N 1 2 3 45 6 7 8 9 10/D S M A |2copos de requeijao (500ml)| P M G
OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOOOO|0OOOO 00O

Café N1 2 3 456 7 8 9 10/DSM A| 1 copoamericano (150ml) PMG
OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOOOO|0OOO0CO 00O

Achocolatado em po N 1 2 3 456 7 8 9 10/DS M A|lcolher desopacheia(21g)] P M G
O0OO0OO0OOOOOOOOoO|oO0OO0OO 00O

Azeite N 1 2 3 456 7 8 9 10/DS M A|1colherdesobremesacheia| P M G
O0OO0OO0OOOOOOOOoO|obOOO (2,8ml) 00O

Brigadeiro N1 2 3 456 7 8 910DSMA 1 unidade grande (50g) PMG
OO0OO0O0OO0OO0OO0OOOOO|0OOO0O 00O

Doce de Leite N 1 2 3 45 6 7 8 9 10/DS M A|1lcolher de soparasa (25g) PMG
OO0OO0O0O0OO0OOO OO OO OTQOD|OOOO 00O

Goiabada N 12 3 456 7 8 9 10DSMA 1 fatia média (60g) PMG
OO0OO0O0O0OOOOOODOTQO|OOOO 00O

Coxinha (salgadinho) N 12 3 456 7 8 9 10DSMA 4 unidades (65g) PMG
OO0OO0O0O0OOO0OOOTQO0|OOOO 00O

Pao de queijo N 12 3 456 7 8 910 DSMA 1 unidade média (509) P MG
O0O0OO0O0O0OO0ODOO OO OO OTQO|OOOO 00O

Pastel N 12 3 456 7 8 9 10DSMA 1 unidade (60g) PMG
OO0OO0O0O0OOTO0OOOTQO0|OOOO 00O

Pizza N 12 3 456 7 8 9 1DSMA 1 fatia média (107,59) PMG
OO0OO0O0O0OO0ODOO OO OO OTQO|OOOO 00O

¥no escrever aquiN

> Por favor, liste qualquer outro alimento ou preparagdo importante que vocé costuma comer ou beber pelo
menos UMA VEZ POR SEMANA que ndo foram citados aqui.

Knio escrever aquiN

ALIMENTO

FREQUENCIA POR SEMANA

QUANTIDADE CONSUMIDA

Cob

CONS
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ANEXO 4. Questionario Socio Econémico e Avaliacdo Nutricional

QUESTIONARIO SOCIO ECONOMICO E AVALIACAO NUTRICIONAL

PROJETO: A ASSOCIACAO DO HABITO ALIMENTAR E METILACAQ DOS
GENES RASSFIA E HICI EM INDIVIDUOS COM CANCER COLORRETAL

Daata: Codigo identificador:
Nome: SexoF{ YM ()
Data de Mascimento: / ! Idade:

Telefone fixo

Telefone celular

End:

Cidade/Estado CEF:
Profissio:

1. Estado 1. Solteiro [ ) 2. Casado ( ) 3. Unido Estavel [ )
civil 4. Desquitado ou separado judicialmente | )

5. Divorciado () 6. Vidvo [ )

2. Anos de

estudo

Quantos anos estudou com aprovacao?
anos e meses

Calcular o tempo de estudo no momento da entrevista

3. Cor/Emnia

Foto de cor fetnia no [BGE (cartio)
1. Preta/negra { ) 2. Parda{ ) 3. Branca( ) 4. Indigena( )
5. Amarela | ) 6. Nio sabe/ndo respondeu | )

T.0Outra( ) Qual?

4. Avaliacdo

antropométrica

Peso Atual: Peso anterior Altura:

Mudanca de peso em quanto tempo?

Se perdeu peso, foi por qué?
Quis perder peso { )  Perda de peso involuntaria ()
IMC: Classificaciio:

Circunferéncia da cintura:
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5. Tabagismo

Fumante: MNao( ) Simi( )

Se sim, ha quanto tempo?{meses)

Niimero de cigarros que fuma por dia?

Ja fumou? Mao( ) Simi( )

Se sim, ha quanto tempo parou? (meses)

6. Alcool

O 5r (a) faz uso de bebida que contém alcool?
Nio( ) Sim( )

Qual bebida costuma consumir?

Ha gquanto tempo?

Periodicidade? Didria( ) Uma vez por semana ( )
2a3vezporsemana( ) 4 oumais vezes por semana ()

Esporadicamente { )  Alcodlatra( )

7. Medicamento

regular

Faz uso medicamento?
Nio( ) Sim( ) Sesim, ha quanto
tempo?

Dose?

Periodicidade?
1.Digria ( ¥ 2. Semanal{ ) 3. Mensal{( )

4 Esporadicamente { )

8. Suplemento
nutricional (ndo

alimentar)

Faz uso de suplemento nutricional?
Nio( ) Sim( ) Sesim, hi quanto
tempo?

Dose?

Periodicidade?
I.Diaria { ) 2. Semanal ( ) 3. Mensal( )

4 Esporadicamente { )}

9. Atividade fisica

O Senhor (a) pratica atividade fisica? Nao ( ) Sim ( )
Esti relacionada a atividade profissional? Nao ( ) Sim{ )

Qual?

Qual a freqiiéncia? 1x/semana( ) 2xfsemana( )

3xfeemanai ) dx/semanai ) 5 ou mais xfsemana [ )
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10. Ritmo

intestinal

Ritmo mtestinal: diara ( ) 22 dias ()
33 dias( ) Ixfsemana ( ) Mais que uma semana { )

OBS:

Consisténcia das fezes:

1. Tipo 1 - Carogos duros e separados, como nozes ()

2. Tipo 2 - Forma de salsicha, mas granuloso ( )

3. Tipo 3 - Como uma salsicha, mas com fissuras em sua
superficie { )

4. Tipo 4 - Como uma salsicha ou serpente, suave e macio{ )
5. Tipo 5 - Bolhas suaves com bordas nitidas ()

6. Tipo & - Pecas fofas com bordas em pedagos ()

7. Tipo7- Aquoso, sem partes solidas, inteiramente liquido ( )

Houve alteracio no funcionamento intestinal nos dltimos
meses?
Nio( ) Sim{( )

Qual alteracio?

Frequéncia se alterndncia de consisténcia

(diarreia‘obstipacio):

11. Antecedentes | ( ) Céancer familial

pessoais e | { ) Diabetes

familiar { ) Colesterol
() Triglicerideos
( ) Hipertensio
() Outras:

12. Resultado dos | Hm: Hg: Ht: Leu:

EXaMes Linf Glicemia: Col Total:
HDL: LDL: VLDL:
Trig: Pin totais: Alb:

Glo:
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ANEXO 5. Recordatorio 24h

RECORDATORIO 24h
PROJETO: A ASSOCIACAO DO HABITO ALIMENTAR E METILACAO DOS
GENES RASSF14 E HICI EM INDIVIDUOS COM CANCER COLORRETAL

Data: Codigo identificador:
Nome: SexoF( )M ()
Dia da semana: Dia habitual? Ndo( ) Sim( )

Entrevista: Pessoal ( ) Telefone ( )

Hordrio/Local | Alimentos ou preparagdes Med. caseira Gramatura




1. Consumo
alimentar

- Quantas refei¢des faz por dia?

2() 3C) 4C)s5()e6eC) 7C)

Onde come?

Quem cozinha?

Quantas pessoas almogam/jantam diariamente?

- Em relagdo ao preparo das carnes:

Assada ( ) Cozida ( )  Frita/Grelhada ( )

- O Sr. (a) consome alimentos integrais (arroz, linhaga, gergelim, chia,
aveia)?

Nio( ) Sim( ) Qual

Didrio: por¢des/dia

Semanal: porgdes/semana Outro:

Qual o 6leo utilizado para cocgdo:

Quantidade de 6leo consumido por més: frascos

Quantos copos americano de dgua bebe por dia?
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ANEXO 6. Escala de Bristol — Consisténcia das fezes




