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RESUMO 

Introdução: Quimioterápicos antifolato, tais como Methotrexato (MTX) e 5-

Fluorouracil (5-FU) agem inibindo enzimas envolvidas na via do folato. Essas enzimas 

são essenciais para a síntese de DNA e divisão celular. A dose destes quimioterápicos 

podem alterar níveis de expressão de genes que codificam essas enzimas envolvidas na 

via do folato e influenciar na resposta ao tratamento. Objetivos: Avaliar a relação entre 

a expressão do RNAm e de proteínas dos genes MTHFR, DHFR, TYMS and SLC19A1 

envolvidos no metabolismo do folato em linhagens celulares de câncer oral e câncer de 

laringe administradas com os quimioterápicos antifolato MTX e 5-FU em diferentes 

concentrações e em monoterapia. Materiais e métodos: Duas linhagens celulares HEP-

2 (câncer da laringe) e HN13 (câncer de cavidade oral) foram tratadas com 0,25, 25,0 e 

75 mM de MTX e 10 ng / ml, 50 ng / ml e 100 ng / ml de 5 -FU, separadamente, 

durante 24 horas a 37 °C. Técnicas de Citometria de Fluxo, PCR em tempo real e 

Western blotting foram realizadas para análise do nível de apoptose, quantificação do 

RNAm e quantificação  das proteínas dos genes, respectivamente. Para análise 

estatística foi utilizado o teste ANOVA com correção de Bonferroni. P <0,05 foi 

considerado significante. Resultados: O aumento da concentração do quimioterápico 

MTX foi associado com expressão aumentada dos genes MTHFR, DHFR, TYMS e 

SLC19A1 na linhagem de câncer de laringe (p<0,05) e expressão aumentada dos genes 

DHFR e SLC19A1 na linhagem de câncer oral (p<0,05). A dose mais baixa de MTX foi 

associada com expressão diminuída do gene SLC19A1 em câncer de laringe (p<0,05). 

O aumento da concentração do quimioterápico 5-FU foi associado com expressão 

aumentada do gene DHFR na linhagem de câncer de laringe (p<0,05) e expressão 

aumentada dos genes TYMS e DHFR na linhagem de câncer oral (p<0,05). A dose mais 



 xiii                                                                                                                Resumo 

baixa de 5-FU foi associada com expressão diminuída do gene SLC19A1. Conclusão: 

Exposição à alta ou baixa dose dos quimioterápicos  MTX e 5-FU, em monoterapia,  

pode modular o nível de expressão de genes envolvidos no metabolismo do folato. 

 

Palavras-chave: Neoplasias de Cabeça e Pescoço, Quimioterapia, Expressão Gênica, 

ácido fólico, metabolismo.  
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ABSTRACT 

Introduction: Antifolate chemotherapies such as methotrexate (MTX) and 5-

fluorouracil (5-FU) act inhibiting enzymes involved in folate pathway. These enzymes 

are important to DNA synthesis and cell growth. Chemotherapy dose may alter these 

levels of expression of these genes encoding enzymes involved in folate pathway and to 

influence in the response to treatment. Objectives: To evaluate relationship between 

mRNA and protein expression levels expression of MTHFR, DHFR, TYMS and 

SLC19A1 folate metabolic genes in laryngeal and oral cancer cell lines treated with 

MTX and 5-FU antifolate chemotherapies, separately. Materials and methods: HEP-2 

(laryngeal cancer) and HN13 (oral cancer) cell lines were treated with 0.25, 25.0, and 75 

μM of MTX and 10 ng/ml, 50 ng/ml, and 100 ng/ml of 5-FU, separately, for 24 

hours/37°C. Flow Cytometry, Real-time PCR and Western blotting techniques were 

performed to analyzing the level of apoptosis, quantification of mRNA and 

quantification of proteins of genes, respectively. ANOVA and Bonferroni's post hoc 

tests were utilized for statistical analysis. P<0.05 was considered significant. Results: 

The higher concentration of MTX chemotherapeutic was associated with increased 

expression of MTHFR, DHFR, TYMS and SLC19A1 genes in laryngeal cancer cell line 

(p <0.05) and increased expression of DHFR and SLC19A1 genes in oral cancer cell line 

(p <0.05). The lower dose was associated with decreased expression of SLC19A1 gene 

laryngeal cancer (p <0.05). The higher concentration of 5-FU chemotherapy was 

associated with increased expression of DHFR gene in laryngeal cancer cell line (p 

<0.05) and increased expression of DHFR and TYMS genes in oral cancer cell line (p 

<0.05). The lower dose of 5-FU was associated with decreased expression of SLC19A1 

gene. Conclusion: Exposure to low and  high-dose of chemotherapeutics in oral cancer 
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cell line can  modulate the level of expression of genes involved in folate metabolism in 

laryngeal and oral cancer cell line. 

 

Key Words: Head and Neck Neoplasms, Drug Therapy, Gene Expression, folic acid, 

metabolism.  
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INTRODUÇÃO 

 

O câncer de cabeça e pescoço (CCP) compreende um grupo heterogêneo de 

tumores classificados por localização: cavidade oral; faringe e laringe. Atualmente ele 

ocupa a sexta posição na lista de neoplasias mais frequentes no mundo com uma 

incidência global de 550 mil casos novos por ano. Destes, aproximadamente 300mil  

correspondem ao câncer de cavidade oral e 157 mil correspondem ao câncer de laringe. 

(1-4)
 

No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional do câncer (INCA) apontam para os 

anos de 2014 e 2015 uma incidência de 15.290 mil casos novos de câncer oral, sendo 

11.280 em homens e 4.010 em mulheres. Em relação ao câncer de laringe, os dados 

mostram incidência de 7.640 casos novos de câncer de laringe, sendo 6.870 em homens 

e 770 em mulheres. Em homens, o câncer de cavidade oral apresenta-se o quinto tipo 

mais incidente e o câncer de laringe ocupa a sétima posição. 
(5)

 

O estabelecimento do planejamento terapêutico e do prognóstico do CCP 

baseiam-se principalmente em parâmetros clínicos, radiológicos e histopatológicos, os 

quais consistem no local do tumor primário e no sistema de estadiamento TNM, ou seja, 

no tamanho do tumor, na presença de metástase em linfonodos cervicais e de metástase 

a distância. As opções de tratamento para esta doença são cirurgia, radioterapia e 

quimioterapia, que podem ser utilizados de forma isolada ou combinada, dependendo do 

grau e do tipo tumoral. 
(5-9)

 

A quimioterapia consiste em um tratamento sistêmico que utiliza medicamentos 

chamados quimioterápicos que impedem a divisão celular, levando a destruição das 

células tumorais.  Este tipo de tratamento pode ser classificado como



                                                                                                          introdução   
 

3 

curativo, o qual consiste na erradicação completa do tumor, paliativo que consiste no 

alívio dos sintomas, adjuvante no qual ocorre erradicação de células residuais locais ou 

circulantes de tratamento prévio e neoadjuvante que é utilizado para erradicação de 

células tumorais antes da realização da cirurgia. 
(5)

 

A quimioterapia pode envolver a administração de um único quimioterápico 

(monoterapia) ou pode ser feita através da administração de mais de um tipo de 

quimioterápico combinados (Terapia combinada) em um regime pré-determinado de 

tratamento.  Há diversos quimioterápicos com diferentes mecanismos de ação que 

podem ser utilizados no tratamento do câncer de cabeça e pescoço, tais como cisplatina, 

cetuximab, docetaxel, gemcitabina,  methotrexato (MTX) e 5-fluorouracil (5-FU). 
(10-14)  

 

 Os quimioterápicos MTX e 5-FU são classificados como quimioterápicos 

antimetabólitos (antifolato) que agem inibindo a síntese e conversão de derivados do 

folato e, consequentemente, esse bloqueio cessa a divisão celular neoplásica. As células 

neoplásicas possuem receptores específicos de alta afinidade com folato, ancorados à 

membrana apical de células epiteliais e por serem células de rápida replicação são 

também extremamente dependentes de um abundante suprimento de folato, que é 

responsável por fornecer CH3 para a síntese de nucleotídeos e para as reações de 

metilação do DNA.  Portanto, o bloqueio de derivados do metabolismo do folato leva a 

cessação da divisão celular neoplásica, que é altamente dependente do metabolismo do 

folato para exercer a divisão celular. 
(15-16)

 

 MTX age na fase S do ciclo celular inibindo a enzima dihidrofolato redutase 

(DHFR), envolvida no metabolismo do folato. Esta enzima é responsável por converter 

o folato intracelular no composto tetrahidrofolato e consequentemente em 5,10  
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metilenotetrahidrofolato (5,10MTHF), que são essenciais para a síntese de purinas e  

pirimidinas. Essas reações que ocorrem no metabolismo do folato são fundamentais 

para a divisão e crescimento celular. 
(17-19)  

(Quadro 1) 

 5-FU também age na fase S do ciclo celular inibindo a enzima timidilato 

sintase (TYMS), envolvida no metabolismo do folato. Essa enzima é responsável por 

catalisar a transformação de desoxiuridina (dUMP) para desoxitimidina (dTMP), que é 

a principal reação para a síntese de pirimidinas. O quimioterápico 5-FU quando 

administrado forma o complexo 5-fluorodeoxiuridilato (5-FdUMP + TYMS)  na 

presença de 5,10 metilenotetrahidrofolato (5,10MTHF), este complexo suprime a 

conversão de uracila para timina, bloqueando assim a síntese de DNA  e divisão 

celular (Quadro 1).  Alterações em outras enzimas envolvidas no metabolismo do 

folato também podem estar relacionadas com a resposta ao tratamento 

quimioterápico.
(20-21) 

  

 

Quadro 1.  Atuação dos quimioterápicos Methotrexato e 5-Fluorouracil no 

metabolismo do folato para bloqueio da divisão celular.
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       Apesar do tratamento com quimioterápicos antifolato apresentarem bons 

resultados, esses agentes antineoplásicos podem aumentar a toxicidade aguda e efeitos 

colaterais e tumores apresentando o mesmo estadiamento clínico podem apresentar 

diferentes respostas em relação ao tratamento. 
(10, 22-26)

  

Possíveis causas para toxicidade e resistência clínica aos quimioterápicos 

antifolato podem estar associadas à diminuição da captação celular, ativação reduzida 

e alteração da expressão gênica de seus alvos. Genes que codificam enzimas 

envolvidas no metabolismo do folato, que são alvos dos quimioterápicos antifolato, 

têm sido investigados como biomarcadores para aperfeiçoar a terapia. Além disso, o 

efeito citotóxico é dependente de uma interação competitiva com o metabolismo do 

folato e por essa razão os genes envolvidos nesta via possuem um importante papel na 

modulação da toxicidade clínica e eficácia desses quimioterápicos.
(17,27-36)

 

       Estudos associados à resposta clínica e toxicidade nesta doença são necessários 

para obter-se uma combinação de fatores prognósticos com parâmetros moleculares, 

podendo assim trazer benefícios aos pacientes e novas informações sobre estimativa 

de prognóstico e decisão de tratamentos.  

Além disso, fatores prognósticos com maior sensibilidade e especificidade poderiam 

oferecer certamente subsídios para novas estratégias terapêuticas e, a identificação 

fármacogenética de quimioterápicos antifolato através da detecção da expressão de 

genes envolvidos no metabolismo do folato pode fornecer novos protocolos de 

tratamento onde os pacientes estão bem caracterizados e tratados de maneira uniforme 

e sistematicamente avaliados para toxicidade e resposta a quimioterápia e assim, 

podem ser uteis para identificação de subgrupos de pacientes que são predispostos a 

ter melhores respostas clínicas a quimioterápicos específicos com menor 
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toxicidade.
(30,32) 

  
Os estudos relacionados ao tratamento do câncer com os quimioterápicos MTX 

e 5-FU e a associação da expressão dos genes metilenotetrahidrofolato redutase 

(MTHFR), dihidrofolato redutase (DHFR), timidilato sintase (TYMS) e carreador de 

folato reduzido 1 (SLC19A1) envolvidos no metabolismo do folato mostram que a 

expressão aumentada do gene DHFR, responsável por converter compostos essenciais 

do metabolismo do folato para a síntese de purinas e pirimidinas,  pode alterar a 

resposta ao tratamento com os quimioterápicos antifolato em termos de efetividade e 

efeitos colaterais em muitos tipos de câncer.
. (18,37-39) 

Para o gene MTHFR, que é 

responsável em manter o pool de folato intracelular, sua expressão aumentada está 

associada ao aumento da quimiossensibilidade do MTX e pode aumentar o número de 

células apoptóticas.
(28, 31-32 40)

 

  Dados da literatura relacionados à expressão do gene TYMS no tratamento com 

os quimioterápicos antifolato apresentam resultados contraditórios. Este gene é 

responsável por converter dUMP em dTMP para a síntese de pirimidinas. Estudos  em 

câncer de laringe e câncer oral confirmaram que a expressão aumentada deste gene 

está associada com a diminuição da resposta ao tratamento com o quimioterápico 5-

FU.
(27,29)

 Diferente desses resutados, Dervieux et al (2006)
(40)

 confirmaram que a 

expressão aumentada do gene TYMS está associada a melhor resposta de tratamento do 

câncer com o quimioterápico MTX.  

  Em relação ao gene SLC19A1, que é responsável pelo transporte dos 

quimioterápicos para o interior das células, os resultados mostram que expressão 

diminuída do gene está associada a uma redução da resposta ao tratamento com os 

quimioterápicos MTX e 5-FU. 
(41-42) 

Apesar dos reconhecidos avanços
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na identificação de genes envolvidos no crescimento, progressão e resistência de 

tumores aos quimioterápicos MTX e 5-FU, o modo como esses genes participam, 

interagem e são regulados nesses processos ainda não estão bem esclarecidos no 

tratamento do câncer de cabeça e pescoço. A falta de entendimento a respeito dos 

mecanismos de ação e interação entre esses genes tem dificultado o desenvolvimento 

de estratégias mais efetivas para o tratamento do câncer de cabeça e pescoço. A 

compreensão de como marcadores moleculares estão associados com resposta 

terapêutica é indispensável para a escolha do tratamento adequado. 

Com base nos dados descritos acima, os objetivos deste trabalho foram avaliar a 

relação entre a expressão do RNAm e de proteínas dos genes MTHFR, DHFR, TYMS e 

SLC19A1 envolvidos no metabolismo do folato em linhagens celulares de câncer oral 

(HN13) e  câncer de laringe (HEP-2) administradas com diferentes doses dos 

quimioterápicos antifolato MTX e 5-FU em monoterapia. 
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 Materiais  

Os materiais utilizados nesta pesquisa foram duas linhagens celulares de 

carcinoma de cabeça e pescoço e os quimioterápicos MTX (Pfizer™) e 5-FU 

(Calbiochem™): 

- Linhagem celular HEP-2 (Carcinoma epidermóide de laringe) ATCC® CCL­23™ 

- Linhagem celular HN13 (Carcinoma oral: Língua.) Linhagem imortalizada. 

 

Métodos 

As linhagens celulares, acondicionadas em criotubos e meio próprio para  

congelamento, mantidas em tambor de nitrogênio líquido à temperatura de -180°C,  

foram descongeladas em banho-maria a 37
o
C por 10 min. e transferidas para placas  de 

cultura de 25 cm de diâmetro (T-25; TPP- Cultilab) 

Cultivo celular, aplicação dos quimioterápicos e análise da apoptose 

As células da linhagem HEP-2 foram mantidas em frascos de cultura T-25 contendo 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM - Cultilab) suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (Cultilab),1% de solução antibiótica– (100U/ml penicilina, 100μ / 

250ng/ml anfotericina - Cultilab), GlutaMAX (Life Technologies), Piruvato de Sódio 

(Sigma Aldrich) e Aminoácidos não Essenciais (Sigma Aldrich). As células foram 

mantidas em incubadora sob níveis controlados de temperatura (37°C), umidade e 

concentração de CO2 (5%). A contagem celular foi realizada em Câmara de Neubauer e 

uma concentração de 5 x 10
5 

células foi utilizada para os procedimentos. 

As células procedentes da linhagem tumoral HN13 (Carcinoma de cavidade oral) 

foram mantidas em frasco de cultura T-25 (TPP- CULTILAB) contendo Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM - Gibco by Life Technologies) suplementado com 
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10% de soro fetal bovino (Gibco by Life Technologies) e  1% de solução antibiótica– 

(100U/ml penicilina, 100μ / 250ng/ml anfotericina - Gibco by Life Technologies). ). As 

células foram mantidas em incubadora sob  níveis controlados de temperatura (37°C), 

umidade e concentração de CO2 (5%). A contagem celular foi realizada em Câmara de 

Neubauer e uma concentração de 5 x 10
5 

células foi utilizada para os procedimentos. 

O cultivo celular foi monitorado diariamente em microscópio invertido de 

constraste de fase e o meio de cultura trocado de acordo com o metabolismo das células. 

Todos os procedimentos envolvendo cultivo celular foram realizados em capela de 

fluxo laminar.  

Após o cultivo celular, as células foram dissociadas (tripsinizadas) utilizando uma 

solução contendo 0.5g de tripsina e 0.2g de EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid - 

(Tripsin EDTA solution - Sigma-Aldrich CO, St. Louis, MO, USA) durante 5-10 min. e 

à temperatura de 37°C. Posteriormente, as células em suspensão foram transferidas para 

um tubo de centrifugação contendo meio de cultura e centrifugadas a 1500 rpm por 5 

minutos para inativar a função enzimática da tripsina por meio do SFB contido no meio 

de cultura. O sobrenadante resultante foi aspirado e o precipitado de células 

ressuspendido em novo meio de cultura e distribuído em placa de cultivo contendo seis 

poços (Six well Plate – Cultilab). Para análise da sensibilidade dos quimioterápicos 

MTX e 5-FU, as células foram tratadas com três concentrações diferentes de MTX (0,25 

μM, 25μM, e 75 μM) de acordo com o estudo de Pai e colaboradores (2009)  e com três 

concentrações diferentes de 5-FU (10 ng/ml, 50ng/ml e 100ng/ml) de acordo com 

Yoshikawa e colaboradores (2001) em monoterapia por 24 h a 37º. Em cada poço da 

placa foi adicionado uma concentração do quimioterápico. As concentrações foram 

estabelecidas com base em cálculos de transformação de unidades de acordo com o 
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volume da amostra. Estas células foram mantidas por 24 horas em incubadora a 37ºC 

com 5% de CO2 para ação do quimioterápico. No dia 1, após tripnização, as células 

foram colocadas na Câmara de Neubauer. Para determinação do número de células 

obtido, foi realizada uma diluição 1:10 (v/v) da suspensão celular em tampão fosfato 

salino (PBS- Gibco). Em seguida, uma alíquota desta solução foi diluída 1:2 (v/v) em  

solução de azul de Tripano 0,4% para quantificação das células vivas. A solução  foi 

homogeneizada e colocada em um lado da câmara de  Neubauer (para contagem com 

auxílio do microscópio óptico (Nikon Tsi) no aumento de 40X. As células foram 

contadas nos quatro quadrantes  externos da câmara usando o esquema do “L” para que 

a mesma célula não seja contada duas vezes. Portanto, as células que se encontravam 

sobre as linhas de baixo e da direita não  eram contadas. A equação usada para 

determinar o número de células por mililitro foi:  

QC = FD x 10
4
 x 1ml x Nº de células/4  

QC → Quantidade de células por ml  

FD → Fator de diluição (40x)  

10
4
 → Fator de correção da câmara de Neubauer  

1ml → Volume da amostra  

Nº de células/4 → Média do número de células contadas  

Foi utilizado como grupo controle as mesmas células cultivadas sem a aplicação dos 

quimioterápicos.  

  Após a aplicação dos quimioterápicos foi realizada a técnica  de  citometria  de  

fluxo  com anticorpo  marcado com fluorocromo compatível para análise do nível de 

apoptose. As células foram  colocadas em 10
5 

em tubos previamente  identificados que 

foram incubados no escuro com os marcadores específicos para  cada ensaio. Ao final, 
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as células foram ressuspendidas em 400 µl de PBS. A identificação do antígeno foi 

realizada através do anticorpo monoclonal Bcl-2 (B-cell lymphoma 2: mouse 

monoclonal IgG 200 µg/ml - Santa Cruz Biotechnology, Inc.)  conjugado com o 

fluorocrômo Fluorescein (sc-7382 FITC - Santa Cruz Biotechnology, Inc.) para 

confirmação dos resultados obtidos através da contagem manual em câmara de 

neubauer. As suspensões   foram  analisadas   em   citômetro   de   fluxo   FACS   

calibur   (Becton   Dickinson Immunocytometry Systems, San José, USA) .  A  análise  

das  amostras  foi  realizada utilizando-se o Software CELLQuest (Apple). As  células 

foram visualizadas  em gráfico de pontos (dot plot) bidimensional e histogramas e dot 

plots foram gerados para análise em  escala logarítmica. Cada amostra foi lida em 

triplicata e, de cada uma, foram adquiridos 10.000  eventos (30.000 células). 

 

Extração do RNA das células tratadas e obtenção do cDNA 

O RNA total foi extraído da cultura de  células  tratadas  com  os  quimioterápicos  

nas  diferentes concentrações e da cultura de células controle (sem a aplicação das 

drogas quimioterápicos), usando o reagente TRIZOL (Invitrogen  Life  Technologies) 

de  acordo  com  as  instruções  do  fabricante. 

       Primeiramente foi retirado o meio de cultura e em seguida acrescentou-se 1000µL 

de Trizol deixando descansar por 5 minutos à  temperatura  ambiente. Em seguida, o 

conteúdo de cada poço da placa foi transferido separadamente para tubos de centrífuga 

de 15 mL.   Adicionou-se  0,2mL  de  clorofórmio ,  homogeneizando  por  inversão  e  

mantendo  à  temperatura  ambiente  por  3  minutos;  após centrifugação a 12.000g por 

15 minutos a 4ºC, a fase aquosa foi transferida para um tubo novo  contendo  0,4mL  de  

.  



                                                                                                 Materiais e métodos   
 

13 

álcool  isopropílico  e  2µL  de  glicogênio. 

Após  15  minutos  à temperatura ambiente, as amostras foram submetidas a 

centrifugação por 15 minutos a 12.000g à 4ºC. Descartou-se o sobrenadante e 

adicionamos 1mL de etanol 75% e centrifugamos por 5  minutos  a  7.500g  a  4ºC  

descartando  novamente  o  sobrenadante  e  deixando  os  tubos  escorrendo sobre papel 

absorvente até secar o pellet. Feito isso, adicionou-se água Depec (Amersham)  na  

quantidade  suficiente  para  diluir  o  pellet  de  RNA. Foi realizada a quantificação do 

RNA através do equipamento Picodrop Pico200
TM

 (Analítica)  com concentração de 

absorbância a 260nm e 280nm. 

Para a obtenção do cDNA, utilizou-se o kit high capacity cDNA (Applied 

Biosystem).As amostras foram tratadas com DNAse para eliminar qualquer resquício de 

DNA na amostra. Usaram-se as amostras na concentração de 2μg/μL de RNA. Em cada 

tubo acrescentou-se 1μL de DNase, 2μL de Buffer 10X, levando ao termociclador a 

25ºC por 15 minutos. Acrescentou-se 2μL de EDTA (stop solution) e novamente a 65ºC 

por 10 minutos. Após seguiu-se o uso do kit calculando a quantidade dos reagentes 

conforme o número de amostras. Essas foram colocadas no termociclador a 25ºC por 10 

minutos; 37ºC por 120 minutos e  85ºC por 5 minutos. 

 

Análise da Expressão gênica 

A técnica de PCR em  tempo  real  foi realizada  para  quantificar  a expressão dos 

genes MTHFR, DHFR, TYMS e SLC19A1 envolvidos no metabolismo do folato nas 

diferentes concentrações testadas dos quimioterápicos e no grupo controle também 

utilizando placa customizada e sonda Taqman (Kit PCR Master Mix - Applied 

Biosystems), com concentrações padronizadas pelo fabricante.  
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  O PCR em tempo real foi realizado no equipamento Step One Plus
TM

 Real-Time 

PCR System (Applied Byosistems) nas condições de 95 º C por 20 segundos, 40 ciclos 

de desnaturação a 95 º C por 0,3 segundos, anelamento a 60 º C por 30 segundos e 

extensão a 72 º C por 30 segundos. Todas as reações foram executadas em triplicata 

para todas as amostras. As concentrações utilizadas para cada amostra foram 1µl de 

cDNA diluídos em 4 µl  de Água E-pure e 5 µl de tampão Taqman master mix. Para 

controlar as variações na quantidade de amostra, na quantidade e  qualidade do RNA 

usado na reação de transcrição reversa e a eficácia desta  reação, em cada amostra foi 

determinado o nível de expressão (número de  cópias) de três genes constitutivos: 

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), Hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferase (HPRT) e β-actina. Os níveis de expressão relativa de genes 

foram calculados usando o método de delta limiar de ciclo (Ct) de acordo com a 

fórmula indicada a seguir. Os níveis de expressão dos genes-alvo foram expressos como 

2 - (Delta Ct) x 1000 para simplificar os cálculos.   

Nível de expressão do gene alvo = 2 - (Delta Ct) x 1000 

Delta Ct = (gene alvo Ct de gene alvo - (Média do Ct dos genes de referência) 

Para análise estatística utilizou-se o valor da média dos três procedimentos. Os 

dados foram avaliados através do teste de Análise de Variância simples (RM - One way 

ANOVA) com pós-teste de Bonferroni através do software do programa estatístico 

Bioestat (Versão 5.3). Os resultados com  p≤0.05 foram considerados significantes.  

 

Extração das proteínas 

Após avaliação da viabilidade celular das células em Citômetro de Fluxo com 

anticorpo específico, a proteína  total  foi  extraída da  cultura  de  células  tratadas  com
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  os  quimioterápicos  nas  diferentes concentrações e da cultura de células controle (sem 

a aplicação das drogas quimioterápicos) com Tampão RIPA Sigma Aldrich®. 

 Inicialmente, todo o meio de cultura foi removido dos poços com as diferentes 

concentrações dos quimioterápicos e com o controle da placa six Wells. Os poços foram 

lavados com PBS 1X (o procedimento foi realizado duas vezes) e, adicionou-se 1 ml de 

Tampão RIPA (Sigma Aldrich®) contendo cocktail de inibidores de proteases (EDTA 

1M, PMSF 0,1M, DTT 0,1M, Aprotinina 0,1 mg/ml e Leupeptina 0,1 M) em cada poço 

da placa. As células foram raspadas com rodo de raspagem e transferidas para tubos de 

centrígufação de 15 mL.  Para lise celular, as amostras foram deixadas durante 5 

minutos na geladeira. Após, centrifugou-se por 10 minutos a 8.000G. O sobrenadante 

foi retirado e as proteínas foram quantificadas.  

As proteínas foram quantificadas pelo método BCA
TM 

 Protein  Assay  Kit  (Thermo  

Scientific) através do equipamento Picodrop Pico200
TM

  (Analítica) para   utilização   

das concentrações ideais nas reações propostas e uma maior eficiência destas. Após a 

extração e quantificação das proteínas e para uma melhor análise e observação das 

quantidades e integridade das proteínas extraídas foi realizada uma eletroforese em gel 

de poliacrilamida (SDS-PAGE) unidirecional, que evidenciou rastros proteicos. Para a 

etapa seguinte foi utilizada uma concentração de 50 µg/µl da proteína.  

 

Análise da expressão proteica 

As proteínas foram analisadas pela técnica de Western blotting através de 

detecção por cromógenos e por quimioluminescência (ECL Plus Western 

BlottingDetectionReagents, Amersham).  
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Primeiramente o tampão Bolt (Sample Reducing Agent – 10x – Novex – Life 

Technologies ®) e o tampão LDS Sample Buffer -4x  Novex – Life Technologies ®) 

foram adicionados junto  as proteínas de acordo com instruções do fabricante. Em 

seguida, as amostras com os tampões foram submetidas à temperatura de 70ºC por 10 

minutos para desnaturação. Após este procedimento, as proteínas MTHFR, DHFR, 

TYMS e SLC19A1 foram aplicadas na concentração de 50 ug em Bolt
TM 

NuPAGE® 

MES 4-12% Bis Tris Plus Mini Gel (Novex by Life Technologies®). O marcador 

molecular SeeBlue® Pre-Stained Standard (Life Technologies) foi aplicado para 

identificação dos tamanhos das proteínas. A proteína beta actina foi utilizada como 

referência nesta técnica. (50 µg/µl)  

A corrida foi realizada nas seguintes condições: 140V; 300mA; 45 minutos, 

seguida de transferência realizada no equipamento iBlot® Dry Blotting System 

(Invitrogen- Life Technologies) configurada na programação P2 que executa a 

transferência em 6 minutos para membrana PVDF com poros de 0.2 μm, ideal para 

proteínas de 20 a 150 kDa.  

Após a transferência, a membrana foi colocada na solução de bloqueio (3%BSA 

em TBS-T) durante 1 hora e 30 minutos. Os anticorpos foram diluídos em solução de 

3% BSA em TBS-T na concentração específica estabelecida pelo fabricante e, em 

seguida, foram adicionados à membrana por um período de 24 horas. Em seguida, os 

anticorpos foram retirados e realizou-se três lavagens da membrana com solução TBS-T 

sem BSA. Cada lavagem durou cerca de 15 minutos. Após o procedimento de lavagem, 
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foi adicionado na membrana o anticorpo secundário IgG (Affinity Purified Antibody 

Peroxidase Labeled Anti-mouse IgG- KPL®) por 1 hora. Em seguida foi realizada 

quatro lavagens da membrana com duração de 15 minutos cada com TBS-T sem BSA. 

Para finalizar foi adicionado à membrana o reagente ECL
TM 

Select Western 

Blotting Detection (GE Healthcare) para detecção das proteínas específicas e as 

proteínas foram reveladas e avaliadas em foto documentador apropriado. 
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3.  ARTIGOS CIENTÍFICOS 

Os resultados estão apresentados em forma de artigo.  No total estão apresentados  

04 artigos, três artigos publicados e um a ser submetido para publicação. 

 

Artigo 1:  (Short Comunication) 

Título: Sensitivity of human laryngeal squamous cell carcinoma HEP-2 to metrotexate 

chemotherapy.  

Autores: Ana Lívia Silva Galbiatti, Heloisa Cristina Caldas, João Armando Padovani 

Junior, Érika Cristina Pavrino, Eny Maria Goloni-Bertollo.  

Periódico: Experimental Oncology, 34: 367-69; 2012. 

 

Artigo 2 

Título: Alterations in the expression pattern of MTHFR, DHFR, TYMS, and SLC19A1 

genes after treatment of laryngeal cancer cells with high and low doses of methotrexate 

Autores: Ana Lívia Silva Galbiatti, Heloisa Cristina Caldas, Rodrigo Castro, João 

Armando Padovani Junior, Érika Cristina Pavrino, Eny Maria Goloni-Bertollo. 

Periódico: Tumor Biology, 34:3765–3771; 2013 
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Artigo 3 

Título: Gene expression profile of 5-fluorouracil metabolic enzymes in laryngeal 

cancer cell line: Predictive parameters for response to 5-fluorouracil-based 

chemotherapy 

Autores: Ana Lívia Silva Galbiatti, Heloisa Cristina Caldas, Rodrigo Castro, José 

Victor Maniglia, Érika Cristina Pavrino-Bertelli, Eny Maria Goloni-Bertollo. 

Periódico: Biomedicine & Pharmacotherapy, 68(5):515-9, 2014 

 

Artigo 4 

Título: Exposure dose of  Methotrexate and 5-Fluorouracil chemotherapies can 

modulate expression of genes involved in folate pathway  in oral cancer cells in vitro. 

Autores: Ana Lívia Silva Galbiatti, João Armando Padovani-Junior, José Victor 

Maniglia, Érika Cristina Pavarino, Eny Maria Goloni-Bertollo. 
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Exposure dose of  Methotrexate and 5-Fluorouracil chemotherapies can 

modulate expression of genes involved in folate pathway  in oral cancer cells in 

vitro. 
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Abstract 

Introduction: Antifolate chemotherapies as Methotrexate (MTX) and 5-Fluorouracil 

(5-FU) act inhibiting enzymes involved in folate pathway. The enzymes are important 

to DNA synthesis and cell growth. Exposure to dose of these chemotherapeutics can 

alter genes that codifying these enzymes and to influence in effectiveness and resistance 

to treatment. Objectives: To evaluate relationship between mRNA and protein 

expression levels expression of MTHFR, DHFR, TYMS and SLC19A1 folate metabolic 

genes in oral cancer cell line treated with MTX and 5-FU antifolate chemotherapies in 

different doses, separately. Materials and methods: Oral cavity cancer cell line 

(HN13) was treated with 0.25, 25.0, and 75 μM of MTX and 10 ng/ml, 50 ng/ml, and 

100 ng/ml of 5-FU, separately, for 24 hours/37°C. Flow Cytometry, Real-time PCR and 

Western blotting techniques were performed. ANOVA and Bonferroni's post hoc tests 

were utilized for statistical analysis. P<0.05 was considered significant. Results: 

Increased concentration of MTX chemotherapy was associated with increased 

expression of DHFR and SLC19A1 genes in oral cancer cell line (p <0.05). Increased 

concentration of 5-FU chemotherapy was associated with increased expression of 

DHFR and TYMS genes in oral cancer cell line (p <0.05). The lower dose of 5-FU was 

associated with decreased expression of SLC19A1 gene. Conclusion: Exposure to low 

and  high-dose of MTX and 5-FU chemotherapeutics in oral cancer cell line can 

modulate the level of expression of genes involved in folate metabolism. 
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Introduction 

Oral cancer accounts about 300,373 cases annually worldwide and the latest data 

showed that there was a total of  97,919 deaths for  this disease. This devastating 

disease still presents low survival due to recurrence of disease and uncontrollable 

persistency of tumor. (Jemal., 2011; Globocan., 2012; Siegel et al., 2014, Foundation 

OC.,2014) 

The choice of treatment for the disease depends of clinical, radiological and 

histopathological parameters, which consists in local of tumor, size of the primary 

tumor, presence of lymph node loco-regional and distant metastasis (TNM 

classification), tumor depth and presence of lymphovascular invasion. Patients with 

unresectable disease or those who are unfit for surgery receive radiation treatment with 

or without concurrent chemotherapy or only chemotherapy. (Woolgar., 2006; Ignoffo et 

al., 2008; Licitra et al., 2008; Kakria et al., 2014) There are several chemotherapies that 

can be utilized for oral cancer treatment, such as methotrexate (MTX) and 5-

fluorouracil (5FU) that are classified as antifolate chemotherapies. They act inhibiting 

the purine and pyrimidine pathways by blocking enzymes involved in folate metabolism 

that are essential to DNA synthesis and cell growth. (Yang et al., 2011; Price and Cohen 

et al., 2012)  

Although antifolate chemotherapies present positive therapeutic results, studies 

have shown that these antifolate agents increase acute toxicity and side effects, and 

tumors may exhibit resistance to these agents. Moreover, tumors exhibiting the same 

clinical stage can demonstrate different patterns of growth leading to persistence of 

tumoral growth and failure in chemotherapy treatment (Thomas et al., 2005; Pignon et  
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al., 2009; Price and Cohen., 2012). 

It is believed that inter-individual variability in antifolate chemotherapies 

response and toxicity in cancer  treatment can be due to genetic expression of target 

genes that codifying enzymes involved in folate pathway. Some studies show dose 

exposition of chemotherapeutics in cancer treatment can induce different  responses  in 

cancer  treatment and resistance through alteration of expression of some genes 

involved in the metabolism of chemotherapeutic, including MTX and 5-FU.  This may 

explain why chemotherapy regimens have not increased efficacy.( Yoshikawa et al., 

2001;  Kawano et al., 2004; Psyrri &DiMaio., 2008; Aubry et al., 2008; Mattia and 

Toffoli., 2009; Chuan Chuang et al., 2012; Bhosle et al., 2013; Galbiatti et al., 2013; 

Galbiatti et al., 2014).  

In order we carried out this study to investigate the effect of high and low dose of 

MTX and 5-FU antifolate chemotherapeutics  in the expression of mRNA and protein of 

MTHF, DHFR, TYMS and SLC19A1 folate genes genes in oral cancer cell line.  

 

Materials and methods 

Cell line and Anticancer agents 

It was utilized HN13 cell line derived of a tongue squamous cell carcinoma that 

was immortalized. Cell line was maintained Minimum Essential Medium Eagle 

Medium  (D-MEN 00068 medium/ Cultilab) supplemented with 10% heat-inactivated 

fetal bovine serum and a cocktail of penicillin and streptomycin (Gibco; Invitrogen) at 

37 °C in 5% carbon dioxide. Cells growing exponentially were harvested when a 

confluence of 90% was achieved. 
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  MTX and 5-FU chemotherapies were plated in six-well culture plates at 

a density of 1 × 10
5
/well. HN13 cell lines were incubated separately with three different 

concentrations of MTX chemotherapeutic: 0.25micromole (µmol), 25µmol, and 75µmol 

for 24 hours at 37 °C according to Pai et al., (2009). 2) and three different 

concentrations of 5-FU chemotherapeutic: 10 ng/ml, 50 ng/ml and 100 ng/ml for 24 

hours at 37 °C according to Yoshikawa et al., (2001). Control cells were the cell line 

with drug-free medium. 

 

Flow Cytometry (FCM) and apoptotis quantification 

After 24-h chemotherapies incubation, the determination of viable and apoptotic 

cells was evaluated by double staining with fluorescein isothiocyanate (FITC) label Bcl-

.2 (100: sc-509) according to manufacturer’s manual (Santa Cruz Biotechnology, Inc). 

Cells were gently vortexed and incubated for 15 min in room temperature in the dark 

Within 1 h, cells were analyzed with flow cytometer FACS calibur (Becton Dickinson 

Immunocytometry Systems, San José, USA). The sample analysis was performed using 

the CELLQuest software (Apple). 

 

RNA Extration,  cDNA generation and qRT-PCR analysis 

The RNA isolation was performed using Trizol (Invitrogen) according to 

manufacturers’ manuals. The RNA concentration was adjusted to 2 ug using a 

Picodrop® Equipament. For cDNA synthesis 2 ug of total RNA was used with random 

primers according to High  capacity cDNA kit (Applied Biosystem®) manufacturer's 

protocol. 
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 Gene expression in all samples was measured by quantitative RT-PCR (qRT-

PCR) with StepOnePlus™ Equipament (Applied  Biosystems).  A polymerase chain 

reaction (PCR) was performed in a 20-μL reaction mixture containing 10 μL of Taqman 

Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), each primer at 80 nmol/L, 2 nmol/L 

probe and 2 μL of cDNA sample solution. Thermal cycling conditions comprised an 

initial denaturation step at 95°C for 20 s, 40 cycles of denaturation at 95ºC for 0,3 

seconds,  annealing at 60°C for 1 min and  extension at 72ºC for 30 seconds. TaqMan® 

Gene Expression Assay was pre-optimized PCR primer and probe sets for qRT-PCR 

formulated at 20X concentration.  

Gene-especific primers were used for quantification of one-carbon metabolizing 

gene expressions in TaqMan® Custom Array Plate, which included triplicated wells of 

two reference genes (b-actin and Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase -

GAPDH) and 4 target genes (MTHFR, DHFR, TYMS and SLC19A1). The reaction mix 

contained the following components with final concentration: TaqMan® Fast Advanced 

Master Mix. All reactions were run in triplicate for four samples. Melting curves were 

checked to validate the PCR specificity. Gene  expression levels were normalized with 

β-actin and GAPDH reference genes. 

 Relative gene expression levels were calculated using the delta threshold cycle 

(Ct) method according to mathematical formula shown below. The expression levels of 

target genes were expressed as 2-(Delta Ct) x 1,000 to simplify the calculation. 

Expression level of target gene = 2-(Delta Ct) x 1,000 

Delta Ct=  Ct of target gene – (Mean Ct of β-actin and GAPDH genes) 
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Western Blot Analysis 

Western blot analysis was used to verify the distribution of MTHFR, DHFR, 

TYMS and SLC19A1 proteins. It was utilized beta actin protein as control of reaction.  

Proteins were extracted from 1 × 10
5
 cells treated with chemotherapeutics in different 

concentrations with 1 mL RIPA buffer (Sigma Aldrich®) according manufacturer's 

instructions. They were quantified by BCA
TM

 Protein Assay Kit (Thermo Scientific) 

method by Picodrop Pico200
TM

 equipment (Analytical) for use in the reactions of the 

proposed optimal concentrations and higher efficiency. 

Dilution factors for different antibodies were prepared according to manufacturer. The 

specific procedure was: Firstly we add Bolt (Sample Reducing Agent - 10x - Novex - 

Life Technologies ®) and buffer LDS Sample Buffer-4x Novex - Life Technologies ®) 

in the proteins. The samples were placed to a temperature of 70 ° C for 10 minutes for 

denaturation. After this procedure, the proteins were applied at a concentration of 100 

ug Bolt
TM

 in MES NuPAGE 4-12% Bis ® Plus Mini Tris Gel (Novex ® by Life 

Technologies). The voltage was 140V; 300mA for 45 minutes. The molecular marker 

SeeBlue Pre-Stained Standard ® (Life Technologies) was applied for identification of 

size of proteins. After, the transfer was realized with  iBlot Dry Blotting System 

(Invitrogen-Life Technologies®) that executes the transfer in 6 minutes to PVDF 

membrane. The membran was blocked with 3% BSA in TBS-T for 1 hour and 30 

minutes. The antibodies were diluted in a solution of 3% BSA in TBS-T at the specified 

concentration established by the manufacturer, then were added to the membrane for a 

period of 24 hours. After,  the antibodies were removed and held by three washes (15 

minutes) of the membrane with TBS-T solution without BSA.. After the washing 

procedure, was added to the membrane IgG secondary antibody (Peroxidase Labeled 
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Antibody Affinity Purified Anti-Mouse IgG-KPL ®) for 1 hour. Then the membrane 

with four washes of 15 minutes each with TBS-T was performed without BSA. To 

finish was added to the membrane reagent ECL
TM

 Select Western Blotting Detection 

(GE Healthcare) for detection of specific proteins. The membrane was visualized in 

appropriated photo documentation system.  

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using Bioestat software program–Version 5.3 

Mean Ct values of triplicate measurements were used for analysis. These data were 

evaluated by one-way RM analysis of variance (ANOVA) to assess MTHFR, DHFR, 

TYMS and SLC19A1 gene expression in three different chemotherapeutics 

concentrations against expression of genes in control cells (no  chemotherapeutic 

application). Bonferroni’s post hoc test was used to determine the p- value at each 

concentration vs. control. Results with p≤ 0.05 were considered statistically significant. 

 

RESULTS 

The results for Flow Cytometry analysis that show the percentile of apoptotic cells 

level of HN13 cell line during 24 h of exposure to MTX and 5-FU separately are 

described in Figure 1. The induction of apoptotic cells for treatment of 0.25 μM, 25 μM, 

and 75 μM of MTX was 24.4%, 75.5% and 94.4% respectively. For treatment with 10, 

50 and 100 ng/mL of 5-FU, the percentile of apoptotic cells was 19.8%, 38.12% and  

68.69%, respectively.  
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Figure 1.A. Flow cytometry photodocumentation of HN13 cell line treated with MTX chemotherapy showing apoptotic and viable cells. A) 

cells without treatment with chemotherapy (control), B) Cells treated with a concentration of 0.25 μM MTX, C) Cells treated with 25.0 μM 

concentration of MTX and D) Cells treated with a concentration of 75,0 μM MTX.  

Figure 1.B. Flow cytometry photodocumentation HN13 cell line treated with 5-FU chemotherapy showing apoptotic and viable cells. A. Cells 

without treatment with chemotherapy (control). B. Cells treated with a concentration of 10 ng -5-FU. C. Cells treated with 50 ng concentration 

of 5-FU. D. Cells treated with a concentration of 100 ng 5-FU. R1 denotes apoptotic cells; R3 represents viable cells. 
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Regarding to protein and gene expression, as shown in Figure 2, treatment with 75 

μM of MTX chemoterapeutic was associated with altered expression of DHFR gene 

(ANOVA with post hoc Bonferroni: p<0.05) and SLC19A1 gene (ANOVA with post 

hoc Bonferroni: p<0.05).   Treatment with 5-FU chemoterapeutic showed association 

with concentration of 100 ng and altered expression of TYMS gene (ANOVA with post 

hoc Bonferroni: p<0.05) and DHFR gene (ANOVA with post hoc Bonferroni: p<0.05), 

as shown in Figure 3.  
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Figure 2.  Quantitative protein and mRNA gene expression of MTHFR, DHFR, TYMS and 

SLC19A1 genes  in HN13 cell line treated with three different concentrations of MTX 

(black) and cell line  without MTX application (White).  

P<0.05 
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Figure 3.  Quantitative protein and mRNA gene expression of MTHFR, DHFR, TYMS 

and SLC19A1 genes  in HN13 cell line treated with three different concentrations of 5-

FU (black) and cell line  without 5-FU application (White). 

  P<0.05 
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DISCUSSION 

Antifolate chemotherapy for HNC treatment still presents many problems such 

drug resistance and no-effectiveness of treatment in certain patients. The fact can be 

explained due to genetic factors. For this reason, predictive genetic molecular 

biomarkers may help select patients who will response for determined chemoterapy 

with better effectiveness and without toxicity through personalized therapeutic 

regimens. (Bertino., 2009; Jessri et al., 2014) 

Our study confirmed that higher concentration of MTX chemotherapy in oral 

cancer cell line presented higher number of apoptotic cells. Moreover, the higher 

concentration of MTX led to increased expression of DHFR protein and gene and 

decreased expression of SLC19A1 protein and gene. Studies have reported potential 

folate genes that may be associated with toxicity, ineffectiveness or better response to 

MTX. In addition, the dosage of MTX  can alter the folate pathway and the activity of 

chemotherapeutic in cancer cells, as we found in the present study. (Panetta et al., 2010; 

Erčulj et al., 2012; Galbiatti et  al., 2013).  

This antifolate chemotherapy acts on several folate key enzymes including 

dihydrofolate reductase (DHFR). MTX  inactives this enzyme that is responsible to 

catalyzes the conversion of folate in tetrahidrofolate, an essential cofactor for the 

synthesis of pyrimidine synthesis. DHFR also is responsible to convert folate in 

5,10MTHFR, cofactor important to purine synthesis. Therefore, MTX cause depletion 

of tetrahydrofolate cofactors that are required for DNA and RNA syntheses and cell 

growth. (Abali et al., 2008; Morales et al., 2009) 

 



                                                                                                               Artigo 4   
 

53 

 According our results, Askari and Krajinovic (2010) showed that increased 

expression of DHFR gene is associated with individual’s  predisposition to respond to  

the treatment with MTX in terms of effectiveness and drug side effects and, the study of 

Saes Ayala et al (2011) confirmed increase of expression of DHFR  gene is associated 

with many types of cancer cells in response to MTX treatment. Our previous study also 

showed that MTX treatment with higher dose is associated with increased expression of 

DHFR gene in larynx cancer. (Galbiatti et al., 2013) MTX dose probably induce 

increased DHFR gene expression by interfering in the process of DHFR regulation.  

Probably, as shown in our study and according literature data, increased 

expression in  DHFR gene induces high  concentration of folate wich is converted to 

tetrahydrofolate and 5,10 MTHF which are  essential product to cell division leading to 

increased effectiveness to MTX. (Hider et al., 2007; Assarafi., 2007; Patiño-García  et 

al., 2008; Askari and Krajinovic., 2010).  The hypothesis is that due to increasing dose 

of MTX, the organism understands that is necessary to increase the expression of DHFR 

gene for action of MTX. Once the chemotherapeutic inhibits DHFR enzyme which is 

encoded by the DHFR gene and this inhibition leads to block of cell division. Therefore, 

the higher dose of chemotherapy, more enzyme probably will be encoded to the 

chemotherapeutic perform the effect.  

  The present study also confirmed that higher dose of MTX lead to decreased 

expression of SLC19A1 gene. This gene is responsible to codify SLC19A1 enzyme, 

which to carrier intracellular folate and antifolate chemotherapies into cells. Expression 

decreased levels of SLC19A1 gene may result in less intracellular transport of MTX 

with a consequent reduction of effectiveness and cytotoxicity. (Assaraf., 2007; Abdell-
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Hallem et al., 2011). However, in higher concentrations of MTX, despite the 

decreased expression reduce the transport of MTX, as there is high dose of 

chemotherapeutic, it is possible there is another mechanism of MTX transport, but more 

studies are necessary to confirm this hypothesis.  

Regarding to 5-FU chemotherapy, our results confirmed that higher concentration 

of 5-FU chemotherapy presented higher number of apoptotic cells. We also found that 

the higher dose of 5-FU led to increase of expression of DHFR and TYMS genes in oral 

cancer cell line.  5-FU chemotherapy is a commonly utilized for head and neck cancer 

treatment.  

This chemotherapeutic is an inhibitor of TYMS, which is an important enzyme for 

DNA synthesis responsible to catalyze deoxyuridine monophosphate (dUMP) to 

deoxythymidine monophosphate (dTMP) for DNA synthesis. A metabolite of 5-FU, 

5fluorodeoxyuridylate (5-FdUMP), forms a stable covalent ternary complex with 

TYMS in the presence of 5,10- methylenetetrahydrofolate folate cofactor. The complex 

formation suppresses the conversion of uracil to thymidine, blocking DNA synthesis 

and cell growth. (Zhang et al., 2008; Lima et al., 2013).  Studies have suggested poorer 

clinical response to 5-FU-based chemotherapy showing increased expression levels of 

TYMS in cancer.(Fukui et al., 2008; Aubruy et al., 2008;  Wang et al., 2011; Sasako et 

al, 2014; Galbiatti et al., 2014) 

      Our previous study showed association between  5-FU chemotherapy and  

increased expression of TYMS gene in larynx cancer cell line, according our present 

study in oral cancer. (Galbiatti et al., 2014) We thought that increased higher dose of 5-

FU induce the increase of expression of TYMS gene because this gene forms a complex 

with 5-FU (5-FdUMP) suppressing the translation mRNA of and protein of TYMS gene  
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Therefore, if there is more 5-FU concentration, probably the organism will 

synthetize more TYMS to bind with 5-FU chemotherapeutic.  Once the target of 5-FU 

chemotherapeutic is TYMS enzyme that is codified by TYMS gene.  

The results of present study also showed association of increased expression of 

DHFR gene and 5-FU treatment with higher dose in oral cancer cell line DHFR is 

essential to pyrimidine and purine synthesis, it converts tetrahydrofolate to 5,10 MTHF, 

and increased expression can be related with  high levels of tetrahydrofolate and 5,10 

MTHF which  cofactors that are required for DNA and RNA synthesis. (Hider et al., 

2007; Assarafi., 2007; Patiño-García  et al., 2008; Askari and Krajinovic., 2010) It is 

thought that despite DHFR gene is not involved directly with 5-FU chemotherapeutic 

action, it is an important enzyme of folate pathway and probably as 5-FU inhibits TYMS 

enzyme, also involved in folate pathway will be no conversion of dUMP to dTMP for 

pyrimidine synthesis and, consequently it is possible an uncontrolled in folate pathway. 

Maybe there is increase expression of DHFR to try control the folate pathway and block 

of cellular division. More studies are necessary to confirm these data.  

Our goal was to determine how MTX and 5-FU can influence genetic variation in 

folate pathway and response in oral cancer cell lines. We conclude that the dose of 

MTX and 5-FU antifolate chemotherapeutic can modulate expression of genes involved 

in folate pathway in oral cancer cell line.  
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Conclusões 

O aumento da concentração do quimioterápico MTX está associado com 

expressão aumentada dos genes MTHFR, DHFR, TYMS e SLC19A1 na linhagem de 

câncer de laringe;  expressão aumentada do gene DHFR e expressão diminuída do gene 

SLC19A1 na linhagem de câncer oral (p<0,05). A dose mais baixa de MTX está 

associada com expressão diminuída do gene SLC19A1 em câncer de laringe. O aumento 

da concentração do quimioterápico 5-FU está associado com expressão aumentada do 

gene DHFR na linhagem de câncer de laringe (p<0,05) e expressão aumentada dos 

genes TYMS e DHFR na linhagem de câncer oral (p<0,05). Portanto, a dose dos 

quimioterápicos MTX e 5-FU em linhagens de câncer de laringe e câncer oral pode 

modular o nível de expressão de genes envolvidos no metabolismo do folato. 
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