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Folato, vitamina By e ferro sdo nutrientes essenciais, cujas deficiéncias
afetam individuos em todas as faixas etarias, sendo consideradas um problema de
Saude Publica no mundo. Niveis reduzidos de folato e vitamina B>, podem estar
associados com niveis elevados de homocisteina (Hcy), e que eventualmente
resultam em complicagdes. Entretanto, no Brasil, poucos estudos avaliaram a
prevaléncia dessas deficiéncias, principalmente de folato e vitamina Bi,, apds a
fortificacdo de farinhas com acido félico e ferro. Os objetivos do presente estudo
foram: avaliar a prevaléncia das deficiéncias de folato, vitamina Bi, e ferro em
idosos, criangas, gestantes e lactantes apds a fortificacdo de farinhas com acido
félico e ferro adotado pela ANVISA em 2004; e investigar a contribuicdo de
polimorfismos genéticos sobre os niveis de folato, vitamina Bi, e Hcy nestes
individuos. Os individuos foram recrutados em Centros de Saude da cidade de
Campinas entre 2006 a 2007. No total, 719 individuos incluindo, 262 idosos, 106
criangas, 291 gestantes e 60 lactantes foram incluidos. As concentra¢des destes
nutrientes foram mensuradas por eletroquimioluminescéncia; a dosagem de Hcy
foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); e os
polimorfismos foram investigados por PCR-RFLP. Os resultados mostraram que a
prevaléncia das deficiéncias de folato, vitamina B> e ferro no grupo total de
individuos foram de 0,3%, 5,3% e 12,6%, respectivamente. Praticamente ndo se
observou a deficiéncia de folato, presente apenas em um idoso e uma gestante,
enquanto que a deficiéncia de vitamina B, foi prevalente em gestantes (8,9%) e
idosos (4,2%). Além disso, a deficiéncia de ferro e anemia ferropriva foram
prevalentes em criancas (9,9% e 4,9%, respectivamente), e gestantes (25,1% e
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5,5%, respectivamente). A hiperhomocisteinemia esteve presente principalmente
em idosos (34,3%). Com relacdo aos polimorfismos, apenas as gestantes
carreadoras dos alelos CT+TT do polimorfismo no gene MTHFR (C677T)
mostraram niveis reduzidos de folato (p=0,030). Através da analise multipla,
observamos que os niveis de Hcy foram determinados principalmente pelo folato
(p<0,001), vitamina Bi> (p<0,001), género (p<0,001), idade (p<0,001) e o
polimorfismo no gene RFC1 A80G (p=0,011) em idosos; vitamina B12 (p= 0,011)
em criancas e folato (p=0,002) em gestantes. Nossos resultados demonstraram
gue na populacao avaliada, ap6s 2 anos do inicio da fortificacao de farinhas com
acido folico e ferro, a deficiéncia de folato é praticamente inexistente, ao contrario
da deficiéncia de ferro e de vitamina Bi,. A elevada prevaléncia da deficiéncia de
vitamina B> em idosos e gestantes deve ser valorizada na pratica, devido ao risco
de complicagdes. O mesmo deve ser observado em relacao a deficiéncia de ferro,
prevalente em criancas e gestantes. Portanto, medidas como suplementacéo e a
dosagem desses nutrientes, para grupos populacionais de risco, devem ser
implementados em  politicas de Saude Publica. Além disso, a
hiperhomocisteinemia observada em idosos pode ser um fator de risco ou um

marcador de doenca arterial, que é comum nesses individuos.
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Folate, vitamin B-12 and iron are essential nutrients, whose deficiencies are
considerable public health problems worldwide, affecting all age groups. Low levels
of folato and vitamin B12 have been associated with high concentrations of
homocysteine (Hcy) and can lead to complications. In Brazil, a few studies
evaluated the prevalence of these nutrients, especially, folate and vitamin B12,
post acid folic and iron fortification era. The aim of this study was to assess folate,
vitamin B12 and iron deficiencies in distinct Brazilian populations including elderly,
children, pregnant and lactating women, after the initiation of folic acid and iron
fortification by Brazilian authorities. We also investigated the contribution of
polymorphisms on folate, vitamin B12 and Hcy levels in these individuals. Folate,
vitamin B12 and ferritin levels were measured by chemiluminescence
immunoassays, and Hcy levels were determined by high-performance liquid
chromatography. Genotype analyses of RFC1 A80G, GCPII C1561T and MTHFR
C677T polymorphisms were performed by PCR-RFLP. The individuals were
recruited from primary care centers in Campinas — Brazil, between 2006 - 2007. In
total 719 individuals, including elderly (262), children (106), pregnant women (291)
and lactating women (60) were included. The overall prevalence of low folate,
vitamin B-12 and iron status was 0.3%, 5.3% and 12.6%, respectively. Folate
deficiency was practically inexistent and was observed only in elderly (n=1) and
pregnant women (n=1), whereas vitamin B12 deficiency was frequent in pregnant
women (8.9%) and elderly (4.2%). Moreover, iron deficiency and iron deficiency
anemia were prevalent in children (9.9% and 4.9%, respectively) and pregnant
women (25.1% and 5.5%, respectively). Plasma Hcy concentrations were
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significantly higher in the elderly (34.3%). Pregnant women carrying the MTHFR
677T allele (CT+TT) showed lower serum folate levels (p=0.030), but none of the
polymorphisms investigated in this study affected folate, vitamin B12 and Hcy
levels in elderly, children and lactating women. After a multivariate analysis, Hcy
levels were predicted by variables such as folate (p<0.001), vitamin B12 (p<0.001),
gender (p<0.001), age (p<0.001) and RFC1 A80G polymorphism (p=0,011) in
elderly; vitamin B12 (p= 0.011) in children; and folate (p = 0.002) in pregnant
women. Our results demonstrated that folate deficiency is practically inexistent in
this population, two years after the initiation of folic acid fortification, in contrast to
vitamin B12 and iron deficiency. The high prevalence of vitamin B12 deficiency in
elderly and pregnant women is relevant due to health complications.
Supplementation and measure of nutrients in some groups of the population
should be indicated by Public Health’s policies. Furthermore,
hiperhomocysteinemia in elderly can be a risk factor or a marker of arterial

disease, which is common in these individuals.
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1.1. Acido félico e Folato

Folato (vitamina Bg), em termos gerais € uma vitamina soluvel em agua,
sendo encontrado naturalmente em vegetais, legumes, ovos, figado e algumas
frutas citricas. O termo “acido félico” refere-se especificamente a forma mais
estavel da vitamina, a qual é utilizada em suplementos, multivitaminicos e
alimentos fortificados, tais como, paes, massas, arroz e cereais. Biologicamente, o
folato € uma vitamina essencial na biossintese de DNA e RNA, e necessaria para
a sintese de metionina a partir da homocisteina (Hcy) [1-3].

O folato e o acido félico, quando ingeridos, sdo absorvidos no duodeno e
jejuno, ap6s a conversao do folato, um poliglutamato, pela enzima glutamato
carboxipeptidase Il (GCPII) em monoglutamato, pois o acido félico ja é uma forma
monoglutdmica. Ambos os micronutrientes compartiiham a mesma via de
absorcdo (mecanismo de transporte ativo, saturdvel e pH dependente). A
absorcao desta vitamina é mediada por duas proteinas expressas na membrana
apical do enterécito: o carreador de folato reduzido (RFC) com funcionamento em
pH neutro, e o transportador de folato acoplado a prétons (PCFT) — dependente de
pH &cido (Figura 1) [4-6].

No plasma, a forma mais abundante do folato é o 5-metiltetrahidrofolato (5-
MTHF) que circula ligado a albumina. No entanto, o transporte do folato através
dos tecidos ocorre via proteina transportadora de folato associado a membrana
(PTFM) [6].

Apbés a absorcdo intestinal, o folato € transportado para o figado,
apresentando os seguintes destinos:
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v" Pode ser novamente convertido em poliglutamato para armazenamento nos
hepatocitos;
v Pode ser secretado pela bile, retornando ao duodeno e jejuno, e
subsequentemente ser reabsorvido, completando o ciclo entero-hepético;
v" Os monoglutamatos podem ser distribuidos na circulacdo sistémica para
atender as exigéncias do organismo [4].
A biodisponibilidade (eficiéncia da absor¢céao) do acido félico € maior do que
a do folato proveniente dos alimentos. Quando consumido em suplementos, a
biodisponibilidade do acido foélico atinge 100%, mas quando consumido em
alimentos fortificados a biodisponibilidade é de aproximadamente 85%. No
entanto, a biodisponibilidade do folato presente nos alimentos naturais depende da
forma em que ele esta presente (monoglutamato ou poliglutamato) e da presenca
de fatores dietéticos e nao dietéticos, mas em média, sua biodisponibilidade é de

aproximadamente 50% [6, 7].
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Acido félico presente em
alimentos fortificados e
suplementos

Folato ingerido
atravées da dieta

Acido folico

Glutamato carboxipeptidase |l

5-Metiltetrahidrofolato

Albumina

- Proteina ligadora de folato
associado a membrana

A capitacdo de folato através da
membrana apical do enterdcito
depende de um mecanismo
acoplado a protons

Mucosa duodenal e jejunal

A absorcdo da forma
] . monoglutdmica através da
| monoglutdmica | membrana apical do

5-MTHF enterdcito € mediada por
hRFC e hPCFT

6-14 mg

50% das reservas de folato se
encontram no figado

Em situacfes de deficiéncia, as
reservas hepaticas de folato

No plasma, o 5-MTHF se encontra ligado principaimente a satisfazem os reguerimentos por
albumina e a PLFM apenas alguns meses

Figura 1. Metabolismo do folato e acido félico — aspectos fisiolégicos. Adaptado

de Brito A. et al., 2012 [6].
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A ingestao diaria recomendada (IDR) de folato para adultos € de 400 pg/dia,
e em criancas de 0,5 a 6 anos varia de 80 a 200 ug/dia. Entretanto para gestantes
e lactantes a IDR é muito maior (600 e 500 ug/dia, respectivamente) [8].

Apesar de o folato ser armazenado principalmente no figado, sua
concentracdo pode ser mensurada na urina, soro, plasma ou nos eritrocitos [9]. No
soro, a concentracdo de folato € um indicador confiavel da ingestdo recente e
reflete a forma circulante de folato que é transportado para os tecidos, sendo esta
a forma mais utilizada para avaliar a concentragdo de folato no sangue. Por outro
lado, o folato presente nos eritrocitos reflete alteracdes na ingestao a longo prazo,
pois 0s eritrocitos apresentam um tempo de vida de 120 dias e acumulam o folato
apenas durante a eritropoiese [9, 10].

Ao longo da ultima década, o interesse sobre os beneficios do acido folico
na saude aumentou consideravelmente [5]. Uma vez que a deficiéncia desta
vitamina pode causar graves consequéncias, tais como: anemia, doencas
cardiovasculares, defeitos do tubo neural (DTN) e congénitos, complicacdes
durante a gestacdo e disfuncdo cognitiva [6, 8, 11]. Por outro lado, estudos
epidemiol6gicos sugerem que um efeito inverso esta associado a alguns tipos de
cancer: colorretal, cervical, pulmonar, eséfago, pancreas e mama [12-15].

A principal causa da deficiéncia de folato é devido a uma dieta inadequada,
sendo mais comum em paises em desenvolvimento. Esta deficiéncia também
pode ocorrer em situagdes nas quais a necessidade fisiolégica estd aumentada,
incluindo, gestacdo e crescimento, bem como em populacbes nas quais a
prevaléncia de anemia hemolitica € alta. Outras causas comuns sdo: ma

34



absorcao, idade avancada, uso de alguns medicamentos (antagonistas de folato e
anticonvulsivantes), alcoolismo e defeitos genéticos [16, 17].

A dieta inadequada de folato primeiramente ocasiona uma diminui¢cdo do
folato no soro, e em seguida, um decréscimo na concentracdo de folato nos
eritrécitos, e consequentemente pode resultar num aumento nos niveis de
Homocisteina (Hcy) [18].

De acordo com a Organizacdao Mundial de Saude (OMS), as concentracdes
gue definem a deficiéncia de folato sdo: < 4 ng/mL para niveis de folato no soro, e
< 151 ng/mL para niveis de folato nos eritrécitos [11]. O quadro 1 demonstra os
principais indicadores da concentracdo de folato.

A prevaléncia desta deficiéncia continua incerta devido a falta de dados
(quadro 2). Apenas alguns paises tém dados nacionais ou regionais sobre os
niveis de folato [19, 20].

Uma das estratégias adotadas para a prevencao da deficiéncia de folato é a
fortificacdo de farinhas de trigo e milho com &cido félico e ferro, que tornou-se
obrigatéria em alguns paises. O principal objetivo dos programas de fortificacédo é
reduzir a ocorréncia de DTN. Entretanto, o beneficio adicional para a populacédo
geral em reduzir o risco de doencas vasculares através da diminuicdo da

concentragdo de Hcy também é relevante [21].
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Quadro 1. Indicadores para avaliacao da concentracao de folato [19].

Cut-off para

Indicador Amostra Grup_o qe.fﬂm'r.a Comentarios
populacional deficiéncia de
folato
Aplicado para A concentr,agéo _dg_folgto
no soro € o indicador
Folato Soro. todos os <4ng/mb g utilzado para a
avaliacao do seu status
A concentracao de folato
Aplicado para nos eritrécitos reflete o
Folato Eritrocitos todos os <151 ng/mL status de folato a longo
grupos prazo e o
armazenamento de
folato nos tecidos
Hcy é um bom preditor
da concentracao de
folato, e sua
Aplicado para concentracao esta
Hcy Plasma todos os 12 — 16 umol/L e[evgda guando 0S.
grupos niveis de folato estao

inadequados.

Também pode ser
influenciada pela idade,
raca e insuficiéncia renal

Fonte: Adaptado de Guidelines on Food fortification with micronutrients.

Nos Estados Unidos a fortificacdo de alimentos com acido félico foi

introduzida em 1998 e desde entdo, tem demonstrado um aumento significativo

nas concentracbes de folato na populagcdo americana, eliminando praticamente a

deficiéncia desta vitamina. Além disso, a concentragdo de Hcy plasmatica

mostrou-se diminuida apés a fortificacdo, e aproximadamente 80% da populacéao

apresentou concentragdes desejaveis [22]. Contudo, de acordo Pfeiffer CM et al.,

mesmo apds o programa de fortificacdo, o monitoramento dos niveis de folato no




sangue continua extremamente importante, ndo apenas em gestantes e mulheres
em idade reprodutiva, mas também em criancas e pessoas de todas as idades
[22, 23].

No Brasil, a deficiéncia de folato foi avaliada em alguns grupos de
individuos, principalmente gestantes e criangas. Os resultados demonstraram que
nesses grupos especificos a deficiéncia de folato foi prevalente, sendo
considerada um problema de Saude Publica para a nossa populagdo [23-28].
Assim, a ANVISA instituiu a obrigatoriedade da fortificacdo de farinhas de milho e
trigo com &cido félico e ferro (RDC n°® 344, de 13 de dezembro de 2002),
considerando as recomendacdes da OMS e da Organizacdo Panamericana de
Saude (OPAS) [29]. Entretanto, a fortificacdo dos alimentos foi instituida na pratica
para consumo populacional a partir de 2004.

A fortificacdo de produtos derivados de graos e cereais sao de 150 ug de
acido félico para cada 100 g. Este nivel de &cido félico adicionado é considerado
como seguro e dificilmente resultara num consumo acima de 1000 ug/dia (limite
maximo) em qualquer faixa etaria, género ou fase da vida. Uma das grandes
preocupacoes € que o consumo de acido félico acima deste valor pode mascarar a
deficiéncia de vitamina Bi2, que ocorre principalmente em pessoas acima de 60

anos [19, 29, 30].
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Quadro 2. Deficiéncia de micronutrientes: prevaléncia, fatores de risco e

consequéncias [19].

Micronutriente

Prevaléncia da
deficiéncia

Fatores de risco

Consequéncias

Folato

Vitamina B>

Ferro

Dados insuficientes

Dados insuficientes

2 bilhdes de casos de
anemia no mundo;
Paises em
desenvolvimento: 50%
em gestantes e
criangas < 2 anos e 25-
55% em outras
mulheres e criangas;
Responsavel por 50%
de todos os casos de
anemia;

Um bilhdo dos casos
de anemia é devido a
deficiéncia de ferro

Baixa ingestdo de frutas,
vegetais, legumes e
laticinios

Ma absorcao e infeccoes
intestinais por parasitas
(Giardia Lamblia);
Defeitos genéticos

Anemia megaloblastica;
Defeitos de tubo neural e
congénitos (fendas
orofaciais, defeitos do
coragao) e complicacoes
na gestacao;

Niveis elevados de Hcy;
Funcao cognitiva
prejudicada;

Depressao

Baixa ingestao de alimentos
de origem animal;

Ma absorcao devido a
atrofia géstrica induzida
pelo Helicobacter pylori,
Defeitos genéticos

Anemia megaloblastica;
A deficiéncia severa
pode causar atraso do
desenvolvimento, e
disfungao neuroldgica;
Defeitos do tubo neural;
Niveis elevados de Hcy;
Funcao cognitiva
prejudicada

Baixa ingestao de
carne/peixe/aves e ingestao
aumentada de cereais e
legumes;

Parto prematuro e baixo
peso ao nascimento;
Gravidez e adolescéncia
(periodo onde o
requerimento de ferro €
elevado);

Grandes perdas
menstruais;

Infecgdes por parasitas
(ancilostomose,
esquistossomose,
ascaridiase)

Reducao da cognicao;
Metabolismo da vitamina
A prejudicado;

Anemia;

Aumento no risco de
mortalidade maternal e
infantil

Fonte: Adaptado de Guidelines on Food fortification with micronutrients.

O nivel de fortificacdo adotado, ndo é suficiente para proteger as gestantes

do risco de DTN. Neste caso, a quantidade adequada de &cido félico nos produtos
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fortificados seria de 350 ug para cada 100 g. Este nivel de fortificacao exigiria um
monitoramento cuidadoso entre os idosos ja que esta proximo ao limite maximo de
seguranca para este grupo [31], e por isso, ndo é adotado. Assim, durante a
gestacao é indicada a suplementacao com acido félico.

No Brasil apés um periodo minimo da introdugdo da fortificacdo dos
alimentos com &acido folico e ferro, poucos estudos avaliaram a concentracao de
folato, sendo que alguns deles investigaram apenas a ingestao de folato pré e/ou

pos-fortificagao [32-35].

1.2. Vitamina B2

A vitamina B1, (cobalamina) € uma vitamina essencial soluvel em agua, que
atua como coenzima na conversdo de Hcy a metionina (reacao dependente de
folato), e na conversao de L-metilmalonil-coenzima A a succinil-CoA. Esta vitamina
também é necessaria para a sintese de DNA através de sua interagdo com o
metabolismo do folato [36].

Muitos micro-organismos, incluindo algas e bactérias, sintetizam vitamina
B12, € constituem a Unica fonte da vitamina. A vitamina B, sintetizada por esses
micro-organismos é absorvida e incorporada aos tecidos animais, tendo como
principais fontes o leite, carne e ovos [8].

O metabolismo da vitamina B2 nos humanos é complexo e requer muitos
processos. Entretanto, defeitos em qualquer um deles podem levar a deficiéncia

desta vitamina [37-39].
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A vitamina B, obtida de alimentos de origem animal se encontra ligada a
proteina P. Ao alcancar o estbmago sofre acdo da pepsina e do acido cloridrico
(HCl), os quais promovem a liberacdo da vitamina B, da proteina P. Este
processo resulta na forma livre da vitamina Bi,, a qual se liga imediatamente a
haptocorrina ou proteina R, que é produzida pelas células salivares e parietais. A
proteina R tem como fungao proteger a vitamina B1> da desnaturagdo quimica no
estbmago. Além disso, as células parietais do estdmago também produzem o fator
intrinseco (IF); no entanto, sua ligacdo a vitamina Bi> é fraca na presenca da
proteina R. No duodeno, a proteina R é parcialmente digerida por proteases
pancreaticas em pH alcalino, promovendo a liberagcao da vitamina By, A vitamina
B2, entdo, se liga ao IF formando o complexo vitamina Biz-IF, sendo
subsequentemente absorvido por meio de ligacdes especificas a receptores
(cubilina) na mucosa do ileo. Em seguida, a vitamina By, € transportada via
sistema porta através de proteinas de transporte que sdo conhecidas como
transcobalamina I, Il e Il (TCIl, TCIl e TCIll). Nas células, o complexo
TCll-vitamina B12 € internalizado por endocitose, liberando a vitamina B, que é
convertida enzimaticamente em duas coenzimas: metilcobalamina e

adenosilcobalamina (figura 2) [6, 8, 17, 39].
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Figura 2. Metabolismo da vitamina Biz e as causas da deficiéncia. Adaptado de

Andres et al., 2004 [39].
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A vitamina B, € armazenada principalmente no figado (2 — 3 mg) sob a
forma de 5’-deoxiadenosilcobalamina ligada a metilmalonilCoA mutase, enquanto
gue no plasma a maior parte se encontra sob a forma de metilcobalamina [40].

A biodisponibilidade da vitamina B1» € de aproximadamente 50% a partir de
uma dieta normal. Porém, a vitamina B, sintética (cianocobalamina) que também
€ encontrada em suplementos e alimentos fortificados, é mais eficientemente
absorvida (aproximadamente 60% em baixas doses) [8, 17].

A IDR baseada na quantidade necessaria para manter niveis normais de
vitamina B>, em adultos é de 2,4 a 2,8 ug/dia dependendo da idade e da condicao
fisioldgica (gravidez e lactacédo); para criancas e jovens de 1 a 18 anos, a IDR
varia de 0,9 a 2,4 ug/dia [8].

A concentragdo de vitamina By € mais comumente avaliada no soro ou
plasma. Entretanto, a dosagem de acido metilmalénico (MMA) na urina ou no
plasma é mais especifica e sensivel, sendo um bom indicador da deficiéncia desta
vitamina. Porém, esta andlise € mais dificil e cara em relagdo a dosagem de
vitamina B12. Além do MMA, a Hcy também constitui um bom indicador [19].

A concentracao sugerida pela OMS para definir a deficiéncia de vitamina
B2 € de 203 pg/mL [11]. No quadro 3 estdo demonstrados os principais
indicadores da concentracdo de vitamina Bi».

Dados sobre a prevaléncia da deficiéncia de vitamina Bi, sdo insuficientes
devido a grande variabilidade nas concentracées usadas para definir a deficiéncia
(quadro 2). Além disso, ndo existem evidéncias de que esta deficiéncia varia entre
paises e regides [19]. Entretanto, poucos estudos realizados no Brasil avaliaram
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os niveis de vitamina B1, apds a fortificacdo de alimentos com acido félico e ferro

[33, 35].

Quadro 3. Indicadores para avaliagdo da concentracdo de vitamina B2 [19].

Cut-off para
. Grupo definir a -
Indicador Amostra populacional  deficiéncia de Comentarios
Bi2
Reflete tanto a ingestéao
recente como a vitamina
armazenada
o Aplicado para Vialores acima_l do Cl;l‘-off
. oro ou nao necessariamente
Vitamina B12 olasma todos os < 203 pg/mL indicam um estado
grupos adequado
Em caso de valores
marginais, a analise do
MMA é indicada
Acido Soro ou Aplicado para Aumentado quando o
metilmalonico lasma todos os > 271 nmol/mL  fornecimento de
(MMA) P grupos vitamina B, esta baixo
Hcy é um bom preditor
da concentracao de
vitamina B2, € sua
. concentracao esta
Aplicado para elevada quando os
Hcy Plasma todos os 12 —16 pmol/L o B
grupos niveis de vitamina Bi»

estdo inadequados
Também pode ser
influenciada pela idade,
raca e insuficiéncia renal

Fonte: Adaptado de Guidelines on Food fortification with micronutrients.

As causas mais comuns da deficiéncia de vitamina Bi> sdo a dieta

inadequada e a ma absorcao (quadro 3) [17, 19]. Entre as causas de ma absorcéao

podemos citar a anemia perniciosa e atrofia gastrica que prejudicam a secrecéo
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de pepsina, acido cloridrico e fator intrinseco. Além destas causas, defeitos
genéticos e o uso de alguns medicamentos também resultam na deficiéncia desta
vitamina [6, 17].

A dieta inadequada é observada em muitos grupos da populacao, os quais
geralmente apresentam uma situacao econémica desfavoravel [17, 19]. Os adultos
representam o grupo de maior risco devido a atrofia gastrica que ocorre
principalmente em idosos [6]. Porém, a baixa ingestdo da vitamina em lactantes
também pode levar a quantidades inadequadas de vitamina B1z no leite materno, e
subsequentemente a deficiéncia da vitamina na crianca [19]. Além desses grupos,
0s vegetarianos também representam um grupo de alto risco em desenvolver a
deficiéncia [6].

As consequéncias da deficiéncia de vitamina Bi> incluem: anemia
megaloblastica e a desmielinizagdo do sistema nervoso central que resulta em
alteracées neuroldgicas [19]. Estudos tém demonstrado que a deficiéncia de
vitamina By, também pode estar associada a DTN [41, 42]. Assim, a identificacao
e o tratamento nos estagios iniciais da deficiéncia sdo de extrema importancia,
particularmente em pacientes com sintomas neuroldgicos, pois eles podem nao
responder ao tratamento tardio. Além disso, a deficiéncia pode resultar em
sintomas neurolégicos sem alteracbes hematolégicas, e deve ser sempre
lembrada em pacientes com alteragdes neuroldgicas inexplicadas [43-45].

Apesar dos benéficos da fortificacdo de alimentos com &cido félico, um
grande numero de argumentos contra a fortificacdo tem sido proposto, pois
quantidades adicionais de acido folico para aqueles que nao necessitam pode
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acelerar o dano neurolégico e mascarar a anemia causada pela deficiéncia de

vitamina B2 [45].

1.3. Interacao gene nutriente

Influéncia dos polimorfismos genéticos C1561T no gene da GCPII, A80G no
gene da RFC1 e C677T no gene MTHFR sobre a concentracao de folato,
vitamina B¢, e homocisteina

Estudos sugerem que variacdes na concentracdo de folato, vitamina Bi, e
Hcy podem ser atribuidas a fatores genéticos. Entre os fatores de risco genéticos,
dois polimorfismos localizados em genes que codificam a glutamato
carboxipeptidase Il (GCPIlI C1561T) e o carreador de folato reduzido (RFC1 A80G)
foram associados a alteracbes no metabolismo do folato e da Hcy em individuos
saudaveis [46, 47].

Como ja citado anteriormente, a enzima glutamato carboxipeptidase Il
(GCPII) catalisa a hidrélise de residuos de poliglutamato do folato na borda da
membrana intestinal, permitindo sua absorcao (figura 5) [48]. Devlin et al.,
identificaram o polimorfismo C1561T no gene da GCPII, o qual foi relacionado com
uma reducdo de 53% na atividade enzimatica, e com os niveis de folato e Hcy
[46]. Este polimorfismo esta localizado no exon 13 e consiste na troca de um C por
T na posicao 1561, levando a troca de histidina por tirosina na posicédo 475 da

enzima (H475Y) [49].
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Figura 3. Interac6es metabdlicas da glutamato carboxipedtidase II (GCPII),
carreador de folato reduzido (RFC1), e metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)
no intestino e no figado. Legendas: By, — vitamina B1,; BBM — borda da membrana
intestinal; BLM — membrana basolateral; MS — metionina sintase; 5-MTHF — 5-
metiltetrahidrofolato;  5,10-MTHF - 5,10-metilenotetrahidrofolato; THF -

tetrahidrofolato. Adaptado de Devlin et al., 2006 [48].

No processo de absorcdo do acido félico, a proteina carregadora de folato
reduzido (RFC1) situada na membrana da célula da mucosa intestinal é
responsavel pelo transporte do monoglutamato (figura 5) [48, 49]. O polimorfismo
A80G no gene RFC1 foi associado a uma reducao no transporte de folato através
da membrana celular, prejudicando sua absorcao. Este polimorfismo consiste na
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troca de A por G na posicdo 80, resultando na substituicdo de histidina por
arginina na posicao 27 da proteina [47, 50].

A relacgéo entre o polimorfismo A80G no gene RFC1 com o metabolismo do
folato e Hey continua incerta e alguns estudos tém relatado uma associacao entre
este polimorfismo em combinacdo com o C677T no gene da MTHFR com os
niveis de folato e Hcy [47, 48, 51].

Em 1995, Frosst et al., identificaram o polimorfismo C677T no gene
MTHFR, sendo responsavel pela reducéo da atividade enzimatica da MTHFR em
50% [52]. Este polimorfismo foi associado a niveis elevados de Hcy no plasma e
baixos niveis de folato e vitamina B1, [52-54]. A MTHFR sintetiza o 5-MTHF, que
serve como doador de um grupo metil para a remetilagdo da Hcy a metionina, cuja
reacdo € dependente de vitamina B> como cofator (figura 5). O polimorfismo
C677T no gene MTHFR consiste na troca de C por T na posicao 677, substituindo
alanina por valina [52].

Os estudos dos polimorfismos nos genes GCPII, RFC1 e MTHFR e suas
associagcdes com os niveis de folato, vitamina B2 e Hcy precisam ser confirmados
em outras populacbées, pois podem contribuir para o0 conhecimento de
consequéncias a saude. Isto se torna mais importante nas populagdes com

deficiéncias nutricionais, fato que pode ser comum no Brasil.
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1.4. Ferro

O ferro € vital para muitas fungées metabdlicas, dentre elas o transporte de
oxigénio através da hemoglobina. Também é um importante componente de vérias
enzimas necessarias para a geracao de energia [8].

Nos alimentos, o ferro esta presente sob duas formas: heme e ndo heme. O
ferro heme deriva da hemoglobina, mioglobina e outras proteinas presentes em
alimentos de origem animal. O ferro ndo heme pode ser encontrado em vegetais,
frutas e cereais. Além disso, o ferro existe em dois estados: férrico (Fe**) e ferroso
(Fe?). Porém, a maioria do ferro ndo heme esta presente na forma oxidada [55,
56] .

O ferro proveniente da dieta é absorvido no intestino delgado, principalmente
no duodeno. Entretanto, a absorcédo do ferro heme e do ferro ndo heme é distinta.
A absorcéo do ferro heme ocorre via proteina transportadora do heme-1 (HCP-1).
Ja a absorcao do ferro ndo heme ocorre apds a reducado do estado férrico para
ferroso pela enzima ferroredutase (Dcytb). Assim, ele pode ser transportado
através da membrana apical do enterdcito pelo transportador de metal divalente-1

(DMT-1) [56-58].

48



3+
Fe o

> Dcytb Q&Fez*

Enterécito

Ferroportina
TFR-
HFE  poo
E_IrHefEESti"ﬁ :
i FRS

v

Transferrina + Fe3*
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No enterécito, o ferro pode ser armazenado intracelularmente como ferritina,
podendo ser excretado nas fezes quando a célula senescente é descartada, ou
exportado através da membrana basolateral do enterécito pela ferroportina para o
plasma. O ferro liberado na circulagdo sofre acdo da hefaestina transformando o
Fe?* na forma férrica novamente, o qual se liga a transferrina. Assim, o Fe®* pode
ser transportado para sitios de uso e/ou armazenamento (figura 6). A transferrina
ligada ao ferro, por sua vez, interage com a transferrina 2 nos hepatdcitos
aumentando a expressao de hepicidina. Este peptideo €, entdo, secretado na
circulacao para regular a absor¢ao e a transferéncia de ferro pelos enterécitos [56-
58].

A quantidade de ferro na dieta é bastante variavel e alguns fatores podem
influenciar a sua absorcado. A absorcao do ferro é influenciada pela presenca de
fitatos, oxalatos e fosfatos, enquanto que o &cido ascorbico, frutose e cisteina
facilitam a sua absorcao [8, 59].

O consumo médio de ferro num adulto varia de 10 a 20 mg, dos quais
apenas 1 a 2 mg serdo absorvidos e o restante € eliminado nas fezes [55].
Entretanto, a IDR para criancas (0,5 a 6 anos) varia de 6,3 a 9,3 mg/dia, para
lactantes € de 15 mg/dia, e para homens e mulheres (>18 anos) é de 13,7 e 29,4
mg/dia, respectivamente (considerando uma biodisponibilidade de ferro de 10%)
[8].

O ferro é armazenado principalmente no figado como ferritina e
hemossiderina, compreendendo 20% do ferro corporal total. Por outro lado, 80%
do ferro funcional sdo encontrados na hemoglobina, mioglobina e enzimas [59,
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60]. Portanto, os niveis de ferritina no sangue constituem um bom indicador da
adequacao de ferro no organismo, pois refletem perturbacées na homeostase ou
metabolismo de ferro a nivel celular [55, 60, 61].

Segundo a OMS, as concentragdes de ferritina no soro que refletem a
deplecéo do depdsito de ferro sdo: < 12 ng/mL para criangas menores que 5 anos
e < 15 ng/mL para maiores de 5 anos. Os principais indicadores da adequacgao de
ferro no organismo estdo demonstrados no quadro 4 [66].

A deficiéncia de ferro ocorre quando a necessidade do nutriente € maior que
a quantidade oferecida e absorvida na dieta, sendo insuficiente para suprir as
necessidades do organismo. E a deficiéncia nutricional mais comum no mundo e a
principal causa de anemia, ocasionando graves consequéncias a saude, bem
como, para o desenvolvimento socioeconémico [63, 64]. O quadro 2 demonstra os
dados da prevaléncia, causas e consequéncias da deficiéncia de ferro, incluindo a
deficiéncia de folato e vitamina B, divulgados pela OMS.

Os principais fatores de risco para a deficiéncia de ferro sdo: baixa ingestao
de ferro, ma absor¢édo, aumento da demanda ou perda hemorragica (quadro 2)
[63, 64].

Dentre todos os grupos da populacao, as criancas, adolescentes, mulheres
em idade fértil, gestantes e lactantes apresentam maiores risco em desenvolver

esta deficiéncia [8].
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Quadro 4. Indicadores para avaliacdo da adequacao de ferro [19].

Cut-off para
Indicador Amostra  Grupo populacional definir a Comentarios
deficiéncia
Sangue Criangas 6 — 59 meses 11 g/dL Primeiro indicador de
Criancas 5 — 11 anos 11,5 g/dL anemia, mas também
Hemoglobina Homens > 15 anos 13 g/dL pode fornecer
Mulheres > 15 anos 12 g/dL informagoes sobre a
Gestantes 11 g/dL adequacao de ferro
Soroou <5 anos <12 ng/mL Indicador da adequacéao
plasma de ferro
Reflete o estoque de
Ferritina ferro no qrganismo
> 5 anos <15 ng/mL Esta diminuido em
individuos deficientes
Elevado na presenca de
infeccao
Soro Aplicado para todos os Depende do Indicador da adequacéao
grupos método utilizado de ferro
Receptores de Pode ser usado em
transferrina combinacao com a
dosagem de ferritina em
casos de infeccao
Soro Aplicado para todos os N&o definido Apresenta variacao

Saturacao de
transferrina

grupos

diurna e ndo é muito
especifica

Elevada na presenca de
infeccao

Fonte: Adaptado de Guidelines on Food fortification with micronutrients.

As atuais politicas para a prevencado da anemia ferropriva e deficiéncia de

ferro consistem na suplementacdo medicamentosa profilatica para gestantes,

lactantes e lactentes, e na fortificacdo de farinhas com ferro, onde cada 100 g de

farinha devem conter 4,2 mg de ferro [29].
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Devido a alta prevaléncia da deficiéncia de ferro, em especial em alguns
grupos da populacdo, e suas consequéncias para a saude, sua prevencao é de

extrema importancia [59].
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2. JUSTIFICATIVA
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O programa de fortificagdo de farinhas com acido félico e ferro, instituido
pela ANVISA desde 2004 mostra-se um importante passo na prevencao tanto da
deficiéncia de folato e ferro como na prevencdo de hiperhomocisteinemia na
populacado brasileira. Contudo, existem poucos dados se essa pratica resultou
satisfatoria, especialmente em alguns grupos da populacao, os quais apresentam
necessidades distintas.

A interacdo entre fatores genéticos e adquiridos também pode contribuir

para a concentragcao de folato, vitamina B12 e Hey.
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo geral:

Determinar a prevaléncia das deficiéncias de folato, vitamina Bi, e ferro,
apés a fortificacdo de farinhas com &cido félico e ferro; e a influéncia dos
polimorfismos nos genes RFC1 A80G, GCPIl C1561T e MTHFR C677T, ao
metabolismo de folato, vitamina B2 e Hcy em diversos grupos de uma populacédo

brasileira.

3.2. Objetivos especificos
Avaliar em idosos, criangas, gestantes e lactantes:
v As concentracdes de folato, vitamina B2, Hcy, ferritina e hemoglobina;
v A frequéncia de hiperhomocisteinemia;
v A prevaléncia dos polimorfismos A80G no gene da RFC1, C1561T no gene

da GCPIl e C677T no gene da MTHFR.
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a 4. MATERIAIS E
T METODOS
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4.1. Causuistica

Os individuos foram recrutados do Centro de Saude Bardo Geraldo e no
Servico de Coleta do Hospital de Clinicas da Unicamp, Distrito de Barao Geraldo,
no municipio de Campinas, Sao Paulo. Estes Centros de Saude atendem
individuos de quase todas as classes sociais (maior excecao classe A). Os
individuos foram incluidos no estudo no periodo de abril de 2006 a maio de 2007.

Apébs esclarecimentos sobre o conteudo e os objetivos da pesquisa, 0s
individuos que em principio poderiam ser incluidos assinaram o termo de
consentimento para a participacdo na pesquisa, ou o seu responsavel (Apéndice
1).

Todos os participantes da pesquisa responderam a um questionario sobre o
uso de suplementos, histéria pregressa ou atual de doencas, e dados
demogréficos (Apéndice 2). Apds a analise pelo questionério, os individuos que
preenchiam os critérios de inclusdo e exclusédo faziam a coleta de sangue.

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP sob o parecer numero 057/2006

(Anexo 1).
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4.1.1. Participantes do estudo

O grupo de estudo foi composto por idosos, criangas, gestantes e lactantes.
Os critérios de inclusédo foram: criangas de ambos os géneros com idade entre 0,5
a 6 anos; idosos de ambos os géneros com idade = 60 anos; gestantes; e
mulheres em amamentagdo. Todas as gestantes e lactantes que aceitaram
participar do estudo foram incluidas, independentemente da idade.

Quase que a totalidade de criancas, gestantes e lactantes foi recrutada no
Servico de Coleta do Hospital de Clinicas da Unicamp, onde compareciam para
realizacdo de exames laboratoriais e os idosos foram recrutados no Centro de

Saude de Barao Geraldo.

4.1.2. Critérios de exclusao

Foram excluidos os participantes portadores de doenca renal e/ou hepatica,
hipotireoidismo, neoplasia, HIV ou doenca crénica. Além disso, também foram
excluidos do estudo individuos que faziam wuso de medicamentos
anticonvulsivantes, e também antidepressivos triciclicos, por estarem associados a

deficiéncia de folato.

4.2. Coleta de sangue
O sangue dos voluntarios foi coletado por puncédo venosa periférica apds
jejum de 8 horas. Para as lactantes foi estabelecido um periodo de jejum de 6

horas. O sangue foi distribuido nos seguintes tubos:
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- 4 mL de sangue em tubo seco protegido da luz para a dosagem de acido félico e
vitamina B1y;

- 4 mL de sangue em tubo seco para a dosagem de ferritina;

- 4 mL de sangue em tubo contendo EDTA para a realizacao do hemograma;

- 4 mL de sangue em tubo contendo EDTA para a dosagem de Hcy;

Obs.: Para a extracdo de DNA foram utilizados os tubos empregados para o

hemograma e dosagem de Hcy.

4.3. Determinacao de acido félico e vitamina B>

A andlise de acido félico e vitamina By, foram realizadas pela técnica
quantitativa de eletroquimioluminescéncia, através dos Kits Elecsys® Folato

Imunoensaio e Elecsys® B2 Imunoensaio (Roche, Mannheim, Germany).

As dosagens foram realizadas no Laboratério de Fisiologia do Hospital de

Clinicas, da Unicamp.
Valor de referéncia para acido félico: =4 ng/mL.
Valor de referéncia para vitamina B12: 2203 pg/mL.

Estes valores de referéncia sao aplicados tanto para criancas como para

adultos.
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4.4. Determinacao dos niveis de ferritina e hemoglobina
A andlise de ferritina sérica foi realizada pela técnica quantitativa de
eletroquimioluminescéncia, utilizando o aparelho Elecsys 2010 da Roche. O

principio do teste é a técnica de sandwich.

Para a andlise da hemoglobina foi realizado o hemograma utilizando-se o

aparelho Sysnese SE-9500 e XE 2100 (Roche).

A dosagem de ferritina e 0 hemograma foram realizados pelo laboratério de

Hematologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP.

Valor de referéncia para ferritina: = 12 ng/mL para criangas; = 15 ng/mL

para adultos.

Valor de referéncia para hemoglobina: = 11 g/dL para criancas (0,5 a 6
anos) e gestantes; = 12 g/dL para mulheres ndo gestantes acima de 15 anos; = 13

g/dL para homens acima de 15 anos.

4.5. Determinacao dos niveis de homocisteina

A amostra utilizada na dosagem de Hcy plasmatica foi colocada em banho
de gelo até a centrifugacao. O material foi centrifugado por 10 minutos a 2000 rpm
e uma aliquota do plasma (aproximadamente 1 mL) foi armazenada a

- 80° C até a realizagcédo das analises.
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A dosagem de Hcy foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) no equipamento da Shimadzu, com eluigdo isocratica e
deteccao por fluorescéncia nos comprimento de onda de excitagdo de 385 nm e

emissdo de 515 nm [67].

Para a realizacdo desta técnica a amostra de plasma foi preparada antes da

analise. O procedimento compreendeu trés etapas:

1. Reducao: procedimento que permite a reducao dos tidis e desacoplamento
da Hcy de proteinas presentes no plasma;
2. Precipitacao de proteinas;

3. Derivatizacao.

4.6. Extracao de DNA de sangue periférico

A extragdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido
em nosso laboratério, descrito a seguir:

As amostras de sangue foram centrifugadas por 10 minutos a 2000 rpm a
temperatura ambiente, e o plasma desprezado em seguida. Para a lise das
hemacias acrescentou-se 5 vezes o volume de células de cloreto de amébnio (144
mM) e bicarbonato de aménio (10 mM), sendo misturados por inverséo.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 2.200 rpm durante 15 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o procedimento descrito anteriormente foi
repetido. Apds a segunda lise, foi adicionado ao sedimento obtido 5 mL de tampéao

TKM1 (Tris-HCI 10mM, pH 7,6, KCI 10 mM, MgCl> 10 mM, EDTA 0,2 mM) e 125
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uL de Triton-X10 (Sigma). Esta mistura foi homogeneizada até a dissolucao
completa do Triton-X10 e centrifugada por 15 minutos a 2200 rpm. Apds a
centrifugagdo o sobrenadante foi novamente descartado e o sedimento lavado
com 1 mL de tampao TKM1, e centrifugado novamente por 5 minutos na mesma
rotacdo. O sedimento obtido foi transferido para um tubo tipo eppendorf, ao qual
foi adicionado 1 mL de tampao TKM2 (NaCl 400 mM, KCI 10 mM, pH 7,6, MgCl.
10 mM) e 25 uL de SDS a 10% (dodecil sulfato de sédio). Em seguida, a as
amostras foram incubadas em banho-maria a 55°C durante 30 minutos. Apds esse
periodo acrescentou-se 180 uL de NaCl 5M, e realizada a homogeneizagéao por
inversdo, com a finalidade de precipitar as proteinas. Nesta etapa as amostras
foram incubadas a temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, uma nova

centrifugacéo foi realizada durante 5 minutos a 12.000 rpm.

O sobrenadante recolhido contendo o DNA foi submetido a extracdo através da
adicdo de 450 uL de cloroférmio/alcool isoamilico na propor¢do 24:1 (v/v) e
adicionados 450 pL de fenol bidestilado saturado com Tris-HCI (pH 8,0). Esta
solucdo foi homogeneizada, seguida de uma centrifugacdo durante 5 minutos a
12.000 rpm. Este procedimento foi repetido ap6s a adicdo de 1 mL de
cloroférmio/alcool isoamilico. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo
contendo 1 mL de etanol a 100% e 30 pL de acetato de so6dio 3M para
precipitacdo do DNA. A amostra foi rigorosamente agitada para a precipitacdo do
DNA e centrifugada por 5 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e

o precipitado lavado com 1 mL de etanol resfriado a 70%, e outra centrifugacéo foi
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realizada. O sobrenadante foi novamente descartado e o DNA precipitado deixado
a temperatura ambiente para secar. Posteriormente, o DNA foi ressuspenso em
uma quantidade apropriada de tampao TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM),
que permaneceu durante 16 horas sob refrigeracdo (4°C) para sua total

dissolucao.

4.7. Analise de polimorfismos

A amplificacdo do DNA gendmico para a identificagcdo dos polimorfismos foi
realizada em um aparelho termociclador automéatico, através da reagédo com 0,5 ug
de DNA, 2 mM de MgCl,, 20 mM Tris-HCI, 50 mM de KCI, 0,33 mM de dNTP
(dATP, dGTP, dTTP e dCTP), 0,1 pmol de cada primer (Sense e Anti-sense), e

duas unidades de Taq polimerase (Invitrogen).

A digestdo enzimatica foi realizada com 8 uL do produto amplificado,
utilizando-se 1,5 U da enzima de restricdo e uma solugcao contendo 5 mM de KClI,
1 mM de Tris-HCI (pH 7,4), 0,01 mM de EDTA, 0,1 mM de DTT, por 12 horas, em

banho-maria a 37°C.

Os fragmentos foram observados através de eletroforese em gel de
agarose 3% em tampao de corrida TBE (Tris-EDTA-Borato), visualizados sob luz

ultravioleta (UV) apéds coloracdo com brometo de etidio, e fotografados.
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4.7.1. Polimorfismo A80G no gene da RFC1

A regidao onde esta localizado o polimorfismo A80G no gene da RFC1 foi
amplificada pela técnica de PCR, utilizando-se oligonucleotideos especificos para

amplificar o fragmento de 230 pb.

Os parametros da PCR utilizados foram os seguintes: desnaturacao inicial
com duracdo de 5 minutos a 96°C, seguidos por 35 ciclos com 1 minuto de
desnaturacdo do DNA a 96°C, 1 minuto para anelamento dos primers a (Sense:
AGTGTCACCTTCGTCCC e Antisense: TCCCGCGTGAAGTTCTTG) 55°C, 1
minuto para a extensdo do DNA complementar a 72°C para acao da Taq

polimerase e uma extensao final de 7 minutos a 72°C.

Os produtos da PCR foram submetidos a digestdo enzimatica,
empregando-se a enzima Hha [; separados por eletroforese em gel de agarose e
tampao TBE e identificados sob luz UV, ap6s coloracdo com brometo de etideo. A
migracao eletroforética dos fragmentos foi comparada com a de marcadores de

tamanho molecular de DNA (100 pb).

Na presenca do alelo mutante (G), observam-se os fragmentos de 125, 68 e
37 pb. Quando o alelo normal (A) esta presente observam-se os fragmentos de
162 e 68 pb. A presenca de quatro fragmentos (162, 125, 69 e 37 pb) é verificada

em individuos heterozigotos (AG) (figura 5).
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Figura 5. Visualizagao da digestdo dos produtos da PCR pela enzima Hhal em gel
de agarose para o polimorfismo A80G no gene RFC1. M — Marcador molecular,

AA — Homozigoto normal, AG — Heterozigoto e GG — Homozigoto mutante.

4.7.2. Polimorfismo C1561T no gene da GCPII

A regidao onde estéa localizado o polimorfismo C1561T no gene da GCPII foi
amplificada pela técnica de PCR, utilizando-se oligonucleotideos especificos para

amplificar o fragmento de 244 pb.

Os parametros da PCR utilizados foram os seguintes: desnaturagao inicial
com duracdo de 5 minutos a 96°C, seguidos por 35 ciclos com 1 minuto de
desnaturacdo do DNA a 96°C, 1 minuto para anelamento dos primers (Sense:
CATTCTGGTAGGAATTTAGCA e Antisense: AAACACCACCTATGTTTAACA) a
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60°C, 1 minuto para a extensao do DNA complementar a 72°C para ag¢éao da Taq
polimerase e uma extensdo final de 7 minutos a 72°C. O produto da PCR foi

submetido a digestao enzimatica, empregando-se a enzima Accl.

Para a genotipagem do polimorfismo C1561T no gene GCPII, os produtos
de PCR e de restricdo enzimatica foram separados por eletroforese em gel de
agarose e tampao TBE, e identificados sob luz UV, apds coloracdo com brometo
de etideo. A migracao eletroforética dos fragmentos foi comparada com a de

marcadores de tamanho molecular de DNA (100 pb).

Na presenca do alelo mutante (T), observam-se os fragmentos de 141 e
103 pb. Quando o alelo normal (C) esta presente nao ha clivagem do sitio pela
enzima, e o fragmento é de 244 pb. A presenca de trés fragmentos (244, 141 e

103 pb) é verificada em individuos heterozigotos (CT) (figura 6).

CC CC CC CcC CT CT CT CT CT CT CT CT CT CT M CT CT

——
- == .
- B r— Tl Tl T— - S — e T

Figura 6. Visualizacao da digestao dos produtos da PCR pela enzima Accl em gel
de agarose para o polimorfismo C1561T no gene GCPII. M — Marcador molecular,

CC — Homozigoto normal, CT — Heterozigoto.
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4.7.3. Polimorfismo C677T no gene da MTHFR

A regiao onde esta localizado o polimorfismo C677T no gene da MTHFR foi
amplificada pela técnica de PCR, utilizando-se oligonucleotideos especificos para

amplificar o fragmento de 198 pb.

Os parametros da PCR utilizados foram os seguintes: desnaturacao inicial
com duracdo de 5 minutos a 94°C, seguidos por 35 ciclos com 1 minuto de
desnaturacdo do DNA a 94°C, 1 minuto para anelamento dos primers (Sense:
TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA e Antisense:
AGGACGGTGCGGTGAGAGTG) a 60°C, 1 minuto para a extensdao do DNA
complementar a 72°C para acao da Taqg polimerase, e uma extensao final de 7
minutos a 72°C. O produto da PCR foi submetido a digestdo enzimatica,

empregando-se a enzima Hinfl.

Apés a digestao do produto amplificado, os fragmentos foram observados
através de eletroforese em gel de agarose e tampao de corrida TBE, visualizados

sob luz UV, apds coloragao com brometo de etidio e fotografados.

Na presenca do alelo mutante (T), observou-se um fragmento de 175 pb. O
fragmento menor de 23 pb é perdido no decorrer da eletroforese. Quando o alelo
normal (C) esta presente ndo ha clivagem do sitio pela enzima e o fragmento é de
198 pb. A presenca dos dois fragmentos (175 e 198 pb) é verificada em individuos

heterozigotos (CT) (figura 7).
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Figura 7. Visualizagao da digestao dos produtos da PCR pela enzima Hinfl em gel
de agarose para o polimorfismo C677T no gene MTHFR. M — Marcador molecular,

CC — Homozigoto normal, CT — Heterozigoto, TT — Homozigoto mutante.

4.8. Definicao das variaveis

As deficiéncias de folato e vitamina By, foram consideradas quando 0s
niveis estavam abaixo de 4 ng/mL e 200 pg/mL, respectivamente. Niveis de
vitamina B1» entre 200 — 300 pg/mL foram considerados como niveis marginais [9,

11].

A hiperhomocisteinemia foi considerada quando os niveis de Hcy estavam

acima de 15 pmol/L para idosos e lactantes. Para gestantes e criancas a
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hiperhomocisteinemia foi considerada quando os niveis de Hcy estavam acima de

10,8 e 10,4 umol/L (P97,5), respectivamente.

A deficiéncia de ferro foi definida quando os niveis de ferritina estavam
abaixo de 12 ng/mL e a anemia quando os niveis de hemoglobina estavam abaixo

dos valores de referéncia para cada grupo.

Anemia ferropriva foi definida quando o paciente apresentava niveis de
hemoglobina abaixo dos valores de referéncia e ferritina abaixo de 12 ng/mL [63,

65, 66].

Anemia por deficiéncia de folato foi definida na presenca de niveis de

hemoglobina abaixo dos valores de referéncia e folato abaixo de 4 ng/mL.

Anemia por deficiéncia de Bi» foi definida na presenca de niveis de
hemoglobina abaixo dos valores de referéncia e vitamina B, abaixo de 200

pg/mL.

4.9. Anadlise Estatistica

Para os parametros bioquimicos e hematolégicos foram calculados a
mediana e os percentis 25 e 75. Também foi realizada uma analise descritiva
através de tabelas de frequéncias para variaveis categoricas. A comparagao entre
dois grupos foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. A andlise de regressao
linear multipla com critério de selecao de variaveis stepwise foi realizada, tendo

como variavel dependente a Hcy e como variaveis independentes: idade (anos),
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género (masculino e feminino), tabagismo, hipertensdo, diabetes, dislipidemia,
IMC, polimorfismos, folato e vitamina Bi,. Para esta andlise foi aplicada a
transformacdo por postos na variavel dependente devido a auséncia de
normalidade. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi determinado para todos os
polimorfismos usando o teste de Qui-quadrado. As andlises foram realizadas
através do programa SAS for Windows (Statistical Analysis System), versdo 9.2,
SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA. O nivel de significancia adotado

para os testes estatisticos foi 5% (p<0,05).
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ENEEN 5. RESULTADOS
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5.1. Caracteristicas Clinicas do grupo de estudo

Setecentos e dezenove individuos atendidos no Centro de Saude de Barédo
Geraldo ou no Hospital de Clinicas da UNICAMP foram incluidos no estudo. O
grupo de estudo foi composto por 262 idosos (36,5%), 106 criancas (14,7%), 291
gestantes (40,5%) e 60 lactantes (8,3%). No total foram feitas coletas em 216 dias,
no periodo de abril/2006 a maio/2007.

Os participantes do estudo foram inclusos na ocasiao da visita ao Centro de
Saude para a realizacdo de consulta médica ou no Hospital das Clinicas para
coleta de exame laboratorial. As gestantes estavam no acompanhamento do pré-
natal, as criancas em consulta pediatrica de rotina, as lactantes eram maes de
criancas que faziam acompanhamento pediatrico, e o0s idosos faziam
acompanhamento médico devido a hipertensao, diabetes, ou por outro motivo que
nao os excluiram do estudo.

A proposta inicial do estudo era a inclusdao de 250 individuos por grupo.
Contudo, houve muita dificuldade na inclusdo de criangas, pois a maior parte das
maes nao aprovava a participacao de seus filhos. Apesar dessas criangas ja
estarem sendo submetidas a coleta de sangue, a quantidade de sangue
necessaria para o estudo foi o maior fator limitante. Quanto as lactantes, o indice
de absenteismo era elevado, e havia poucas mulheres nessas condicées que
preenchiam os critérios de inclusdo e exclusdo, que puderam ser convidadas a
participar do estudo. Nesse sentido, pelo tempo disponivel para realizacao das
coletas, ndo foi possivel obter 0 nimero inicial proposto para esses dois grupos do
estudo.
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A tabela 1 demonstra as principais caracteristicas clinicas e demograficas
do grupo de estudo.

Os idosos apresentaram idades entre 60 a 91 anos, as criancas entre 0,5 a
6 anos, as gestantes entre 14 a 43 anos, e as lactantes entre 14 a 40 anos. Dentre
0os idosos e as criancas, 43,5% e 50,9% eram do género masculino,
respectivamente.

O grupo de criancas foi constituido por 70 (66%) criancas com idades entre
0,5 a 3 anos, e 36 (34%) criancas com idades entre 4 a 6 anos.

As alteracges intestinais, como diarreia, foram observadas em apenas um
idoso e trés criangas.

Nota-se que todos os grupos apresentaram alguns individuos que faziam o
uso de suplementacgao, principalmente as gestantes. Além disso, a presenca de
hipertensao, diabetes e dislipidemia foram mais frequentes em idosos. Porém,
19,2% das gestantes também apresentaram esses problemas de saude durante a
gestacdo, e apenas trés criancas eram diabéticas.

No grupo de gestantes, 18,4% estavam no primeiro trimestre de gestacéao,

33,3% no segundo trimestre e 48,3% no terceiro trimestre.
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Tabela 1. Dados clinicos e demograficos do grupo de estudo.

Idosos Criancas Gestantes Lactantes

(n=262) (n=106) (n=291) (n=60)
Idade (anos)’ 67,0 (63,0, 74,0) 3(1,9,4,0) 26 (21,0, 31,0) 26,5 (20,2, 32,0)
Género [M? (n)] 114 54 - -

IMC' 26,7 (23,9,29,9) 159(14,8,17,9) 26,4 (23,4,30,7) 23,4 (21,5, 26,4)
Suplementacio® 43 (16,4) 22 (16,6) 138 (47,4) 10 (16,6)
Tabagismo [n (%)]* 20 (7,6) - 27 (9,3) 8 (13,3)
Hipertensao [n (%)] 158 (60,3) - 42 (14,4) 5(8,3)
Diabetes [n (%)] 65 (24,8) 3(2,8) 12 (4,1) 1(1,6)
Dislipidemia [n (%)] 65 (24,8) - 2 (0,7) -
Escolaridade [n (%)]

Analfabeto 45 (17,2) - 2 (0,7) -
Fundamental 173 (66,3) - 117 (40,5) 26 (44,8)
Médio 30 (11,5) - 143 (49,5) 28 (48,3)
Superior 9 (3,5) - 23 (7,9) 4 (6,9)
Outros® 4 (1,5) - 4 (1,4) )

! Valores expressos como mediana e percentil (P25, P75)
2 M, masculino

® Usuérios de multivitaminicos, acido félico ou ferro
* Valores expressos como nimero e porcentagem entre parénteses
® Nivel técnico ou pds-graduagao
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5.2. Resultados dos niveis de folato, vitamina B2, homocisteina, ferritina e

hemoblobina

A tabela 2 mostra a mediana e os percentis 25 e 75 dos niveis de folato,

vitamina B2, Hcy, ferritina e hemoglobina do grupo de estudo. Podemos observar

concentragdo maior de folato e vitamina B2 em criangas, e valores mais baixos de

vitamina B12 nas gestantes, em relagdo aos outros grupos. Com relacdo aos niveis

de Hcy, estes estavam mais elevados nos idosos. Os niveis de ferritina foram

menores em gestantes e os niveis de hemoglobina foram praticamente

semelhantes em todos os grupos. E importante ressaltar que a dosagem de folato

e vitamina B12 ndo foram realizadas em 9 individuos, e os niveis de Hcy néo foi

avaliados em apenas um individuo.

Tabela 2. Niveis de folato, vitamina B1, homocisteina, ferritina e hemoglobina nos

diferentes grupos de estudo.

Grupos Folato Vitamina B2 Hcy Ferritina Hemoglobina
(ng/mL) (pg/mL) (umol/L) (ng/mL) (g/dL)
11,2 443,0 13,5 170,5 14,5
Idosos (8,7, 13,6) (333,0,620,2) (11,1,17,1) (97,0, 268,2) (13,7, 15,4)
n= 262 n= 262 n= 262 n= 262 n= 258
Criancas 12,4 853,0 6,2 32,0 12,3
(9,4,14,6) (611,0,1188,0) 5,2,7,3) (20,8, 60,2) (11,7,13,4)
n= 103 n= 103 n= 105 n= 101 n=103
Gestantes 10,7 325,0 6,4 26,2 12,3
(8,3, 14,1) (257,0, 424,0) (5,3, 7,5) (11,9, 59,0) (11,4,12)9)
n= 291 n= 291 n= 291 n= 291 n= 288
9,8 523,0 9,2 51,8 13,5
Lactantes (7,6,12,2) (415,7, 641.5) (7,6,10,8) (34,2, 74,9) (12,8, 14,0)
n= 54 n= 54 n= 60 n= 54 n= 59
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5.3. Prevaléncia das deficiencias de folato e vitamina B, e
hiperhomoscisteinemia no grupo de estudo

A deficiéncia de folato e vitamina B1, estiveram presentes em 0,3% e 5,3%
na populacdo geral estudada, respectivamente, conforme demonstrado na tabela
3.

A deficiéncia de folato foi rara e identificada em apenas um idoso (0,4%) e
uma gestante (0,3%), que de forma inusitada fazia uso de suplementacgéo.

A deficiéncia destas vitaminas nao foi observada em criancas, e apenas 1%
apresentou niveis considerados como marginais de vitamina B, (200 — 300
pg/mL).

Com relacdo a deficiéncia de vitamina Bip, foi prevalente em gestantes
(8,9%), seguida pelos idosos (4,2%). Apenas uma (1,8%) lactante apresentava
esta deficiéncia. Niveis marginais desta vitamina apresentaram padrdo de
distribuicdo semelhante: 32,7% em gestantes, 14,1% em idosos e 7,5% em
lactantes.

A hiperhomocisteinemia foi muito prevalente no grupo de idosos (34,3%).

Enquanto que, a prevaléncia nos outros grupos de estudo variou entre 2% e 5%.
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Tabela 3. Prevaléncia das deficiéncias de folato e vitamina B1z, € a frequéncia de

hiperhomocisteinemia nos diferentes grupos de estudo.

Folato Vitamina B2 Homocisteina
>10,4" umol/L
Grupos »
<4 ng/mL <200 pg/mL 200-300pg/mL > 10,8 umol/L
> 15,0% pmol/L
Idosos 1(0,4) 11 (4,2) 37 (14,1) 88 (34,3)
Criancas - - 1(1,0) (2,0)
Gestantes 1(0,3) 26 (8,9) 95 (32,7) 8 (2,7)
Lactantes - 1(1,8) 4 (7,5) (5,0)
Total 2(0,3) 38 (5,3) 137 (19,3) 101 (14,2)

Valores expressos como numero e porcentagem em parénteses
'Valores definidos para criancas (P97,5)

®Valores definidos para gestantes (P97,5)

3Valores definidos para idosos e lactantes

Niveis de folato < 4 ng/mL nao estiveram presentes em nenhum dos grupos
com hiperhomocisteinemia. Por outro lado, niveis de vitamina B2 < 200 pg/mL

estiveram presentes em 8 idosos e 5 gestantes com hiperhomocisteinemia.

5.4. Prevaléncia da deficiéncia de ferro, anemia e anemia ferropriva

A prevaléncia da deficiéncia de ferro, anemia e anemia ferropriva na
populacdo estudada foi de 12,6%, 9,4% e 3,7%, respectivamente (tabela 4).
Dentre os grupos de estudo, as gestantes foram as que apresentaram maior
prevaléncia de deficiéncia de ferro (25,1%) e anemia ferropriva (5,5%). Por outro

lado, a anemia (Hb < 11 g/dL), independente da etiologia, foi mais prevalente em
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criangas (13,6%). Além disso, apenas as criangas de 0,5 a 3 anos apresentaram

deficiéncia de ferro e anemia.

Nao houve diferenga na prevaléncia de anemia entre homens e mulheres

idosos (7,8% e 6%, respectivamente).

A deficiéncia de ferro sem anemia esteve presente em um (0,4%) idoso, 5

(4,8%) criancas, e 53 (18,2%) gestantes.

Tabela 4. Prevaléncia da deficiéncia de ferro, anemia e anemia ferropriva.

Ferritina
Ferritina Hemoglobina <12 ng/mL
Grupos <12 ng/mL <11, <12% ou < 13° g/dL Hemoglobina
n (%) n (%) <11, < 12: ng 13% g/dL

Idosos 4 (1,5) 18 (6,9) 3(1,2)
Criancas 10 (9,9) 14 (13,6) 5 (4,9)
Gestantes 73 (25,1) 32 (11,1) 16 (5,5)
Lactantes 2 (3,7) 3 (5,1) 2 (3,7)
Total 89 (12,6) 67 (9,4) 26 (3,7)

Valores expressos como numero e porcentagem entre parénteses
! Valor definido para criangas e gestantes

2 Valor definido para mulheres

% Valor definido para homens

Observou-se que a deficiéncia de ferro, anemia e anemia ferropriva
estiveram presentes principalmente nas gestantes com idade gestacional entre a
202 e 402 semana.
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Neste estudo, a anemia ferropriva coexistiu apenas com a deficiéncia de
vitamina B2 em um idoso e trés gestantes.

Dos 67 casos de anemia, 38,8% foram devido a deficiéncia de ferro e
11,9% foram decorrentes da deficiéncia de vitamina Bi.. Nos idosos, 16,6% das
anemias foram devido a deficiéncia de ferro e 16,6% devido a deficiéncia de
vitamina Bio. Nas criangas, 35,7% da anemia foram devido a deficiéncia de ferro.
Nas gestantes, 50% dos casos de anemia foram devido a deficiéncia de ferro e
15,6% devido a deficiéncia de vitamina By,. Nas lactantes, 66,6% da anemia foram

devido a deficiéncia de ferro.

5.5. Niveis de folato, vitamina B;,, ferritina e Hcy em relacao ao uso de
suplementacao

Na tabela 5 demonstramos dados sobre o uso de suplementacdo e sua
relagdo com os niveis de folato, vitamina By, ferritina e Hey.

Houve diferencga estatisticamente significativa no grupo de gestantes entre o
uso ou nado suplementagdo com os niveis de folato e ferritina (p<0,001 e p=0,026,

respectivamente).

88



Tabela 5. Uso de suplementacao e sua relacao com niveis de folato, vitamina Bz,

ferritina e Hecy nos grupos de estudo.

Suplementacao
Variaveis GRUPOS P’
Nao Sim
11,2 (8,7, 13,4) 11,5 (8,4, 14,8)
Idosos Nz 219 e 43 0,472
R . 12,1 (9,4, 14,5) 13,2 (8,8, 15,1)
% T;' Criancas = 81 e 22 0,875
) 9,5 (8,0, 11,5) 12,7 (8,8, 17,3)
w <
£ Gestantes = 153 = 138 < 0,001
Lactantes 9,9 (8,0, 12,3) 9,8 (5,2, 12,8) 0.444
n= 50 n=10
Idosos 443,0 (333,0, 620,0) 433,0 (329,0, 648,0) 0,992
n=219 n= 43
% ~ Criancas 830,0 (594,5, 1163,5) 919,0 (636,5, 1191,0) 0,809
£ E n= 81 n= 22
(@]
g 2 Gestantes 321,0 (254,0, 411,5) 335,5 (257,0, 436,0) 0,209
§ n= 153 n= 138
Lactantes 529,0 (416,5, 646,0) 465,0 (368,6, 678,5) 0,719
n= 50 n=10
Idosos 177,0 (101,0, 273,0) 129,0 (75,0, 214,0) 0.054
n=219 n= 43
. 31,6 (21,8, 56,3) 37,4 (20,0, 74,0)
o< —
ZE' TEI Criancas = 81 (e 29 0,509
£ o 19,5 (10,5, 59,2) 32,8 (17,5, 57,2)
(TR
et Gestantes = 153 e 138 0,026
Lactantes 49,0 (32,5, 70,9) 77,7 (39,7, 109,3) 0.076
n= 50 n=10
13,5 (11,3, 17,1) 13,4 (10,6, 16,2)
Idosos e 219 e 43 0,488
- Criancas 6,1 (5,2,7,2) 6,5 (5,3, 8,3) 0,333
>0 n= 81 n= 22
e
T S 6,4 (5,3, 7,5) 6,4 (5,4,7,5)
= Gestantes = 153 = 138 0,854
Lactantes 9,1(7,5,10,6) 10,2 (8,0, 12,2) 0,226
n= 50 n=10

Valores expressos como mediana e percentis 25 e 75
'Teste de Mann-Whitney

89



As concentracdes de folato e ferritina foram menores nas gestantes que
nao faziam uso de suplementagdo. Entretanto, 18,8% das gestantes que faziam
uso de suplementacgéao tinham deficiéncia de ferro.

Nos outros grupos néo foram observadas diferengas entre uso ou néao de

suplementacao com os niveis de folato, vitamina B, ferritina e Hey.

5.6. Prevaléncia dos polimorfismos nos genes RFC1 (A80G), GCPII (C1561T)
e MTHFR (C677T)

Neste estudo, investigou-se a presenca de polimorfismos associados com
os niveis de folato, vitamina B12 e Hcy. Na tabela 6 estdo descritas as prevaléncias
desses polimorfismos no grupo de estudo. Os polimorfismos nos genes RFCH
(A80G), GCPII (C1561T) e MTHFR (C677T) n&o foram realizados em 11, 56 e 30
individuos, respectivamente.

As distribuicdes genotipicas dos polimorfismos estudados estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Observou-se que o polimorfismo mais prevalente foi o A80G no gene RFC1
(77,7%). Nenhum individuo da populacdo estudada apresentou o polimorfismo
C1561T no gene GCPIl em homozigose, e apenas 6,6% dos individuos eram

heterozigotos.
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Tabela 6. Prevaléncia dos gendtipos para os polimorfismos nos genes RFC1

A80G, GCPII C1561T e MTHFR C677T.

. . ] Grupo de estudo
Polimorfismos  Genotipos

n %

AA 158 22,3

RFC1 A80G' AG 343 48,4
GG 207 29,3

GPCII C1561T? cc o19 934
CT 44 6,6

cC 326 47,3

MTHFR C677T® CT 286 41,5
TT 77 11,2

'AA, wild type; AG, heterozigoto; e GG homozigoto mutante para o polimorfismo RFC1
A80G

2CC, wild type; e CT, heterozigoto para o polimorfismo GCPIl C1561T

CC, wild type; CT, heterozigoto; e TT, homozigoto mutante para o polimorfismo MTHFR
ce77T
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5.7. Efeito dos polimorfismos nos genes RFC1 (A80G), GCPIl (C1561T) e
MTHFR (C677T) sobre os niveis de folato, vitamina B> e homocisteina

A influéncia dos polimorfismos sobre as concentracdes de folato, vitamina
B12 e Hcy foram avaliadas através do teste de Mann-Whitney (tabelas 7, 8 e 9).

O polimorfismo no gene RFC1 (A80G) ndo demonstrou associacdo com 0s
niveis de folato, vitamina B2 e Hcy no grupo de estudo. Entretanto, observou-se
uma possivel influéncia deste polimorfismo sobre os niveis de Hcy em gestantes
(p=0,052).

N&o se observou nenhuma associagcao entre o polimorfismo no gene GCPII
(C1561T) e os niveis de folato, vitamina B> € Hcy em idosos, criangas, gestantes
e lactantes.

Dentre os polimorfismos investigados, apenas o polimorfismo no gene
MTHFR (C677T) mostrou influéncia sobre os niveis de folato, no grupo de

gestantes (p=0,030).
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Tabela 7. Niveis de folato, vitamina B2 e Hcy de acordo com o polimorfismo no

gene RFC1 A80G em idosos, criancgas, gestantes e lactantes.

, RFC1 A80G" 1
Variaveis GRUPOS P
AA AG+GG
11,2 (8,4, 13,2) 11,2 (8,8, 13,7)
Idosos =49 n=211 0,762
. . 12,5 (8,2, 16,1) 12,0 (9,5, 14,6)
% _E, Criancas = 20 = 80 0,737
° 9,8 (8,0, 13,6) 10,9 (8,5, 14,5)
L <
£ Gestantes e 74 e 212 0,224
Lactantes 10,6 (9,4, 12,7) 9,5(7,2,11,9) 0.121
n=12 n= 42
Idosos 418,0 (310, 687,5) 443,0 (339,0, 617,0) 0.878
n=49 n=211
m . 827,0 (638,5, 1047,5) 861,0 (598,2, 1201,2)
o _E, Criancas = 20 = 80 0,799
=l
E 2 Gestantes 341,5 (267,7, 462,0) 323,5 (252,2, 414,2) 0,092
§ n=74 n=212
Lactantes 563,0 (470,0, 648,0) 486,5 (408,7, 642,0) 0,204
n=12 n= 42
14,1 (11,7, 17,9) 13,2 (10,9, 16,8)
Idosos =49 n=211 0,122
- Criancas 6,0 (5,3, 6,7) 6,4 (5,1, 7,4) 0,500
> TED n=20 n=80
== = 5,9 (5,1, 7,6) 6,4 (5,4,7,5)
= Gestantes ne 74 e 212 0,052
Lactantes 9,4 (8,2,10,4) 8,9 (7,5,11,2) 0,999
n=12 n= 80

Valores expressos como mediana e percentil (P25, P75)

'Teste de Mann-Whitney
2AA, wild type; AG, heterozigoto; e GG homozigoto
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Tabela 8. Niveis de folato, vitamina B2 e Hcy de acordo com o polimorfismo no

gene GCPII C1561T em idosos, criangas, gestantes e lactantes.

GCPII C1651T¢

Variaveis GRUPOS P!
cC CT
11,0 (8,5, 13,7) 12,2 (11,1, 13,0)
Ildosos NPY? ne14 0,252
. . 12,0 (9,4, 15,1) 11,5 (8,2, 18,3)
% _E, Criancas N=79 =6 0,932
= 10,8 (8,2, 14,3) 11,5 (8,5, 13,3)
w <
£ Gestantes N=250 n=21 0,927
Lactantes 9,8 (7,7, 12,0) 12,6 (7,5, 14,3) 0,429
n=49 n=3
ldosos 4440 (333,0, 616,5) 373,5 (288,2, 647,7) 0,317
n=241 n=14
ﬂ ~ Criancas 901,0 (611,0, 1204,0) 772,5(518,7, 1000,5) 0.359
c = n=79 n=6
g E Gestantes 322,0 (253,7, 424,0) 324,0 (263,5, 399,5) 0,738
§ n=250 n=21
Lactantes 488,0 (414,0, 622,5) 627,0 (576,0, 699,0) 0,094
n=49 n=3
13,5 (11,2, 17,1) 13,3 (10,7, 18,4)
Idosos n=241 n=14 0,896
- Criancas 6,2 (5,2,7,1) 5,9 (5,2, 8,4) 0.876
> E n=78 n=6
5 6,4 (5,4,7,5) 6,2 (5,1, 7,8)
= Gestantes 1250 n21 0,710
Lactantes 9,4 (7,5,10,8) 12,6 (8,9, 12,6) 0,193
n=49 n=3

Valores expressos como mediana e percentil (P25, P75)
'Teste de Mann-Whitney
2CC, wild type; e CT, heterozigoto
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Tabela 9. Niveis de folato, vitamina B2 e Hcy de acordo com o polimorfismo no

gene MTHFR C677T em idosos, criancas, gestantes e lactantes.

MTHFR C677T-

GRUPOS P
CcC CT+TT
11,2 (8,6, 13,3) 11 (8,6, 14,0)
Idosos = 103 = 154 0,976
_ . 12,0 (9,3, 14,4) 12,8 (9,5, 15,2)
% _E, Criancas = 51 = 43 0,516
° o 11,2 (9,0, 15,0) 9,7 (7,6, 13,9)
WL C
£ Gestantes = 139 = 139 0,030
10,0 (9,1, 12,5) 9,7 (7,1,12,2)
Lactantes ne 27 e 05 0,447
463,0 (345,0, 594,0) 426,0 (316,5)
Idosos n< 103 = 154 0,335
a ~ Criancas 790,0 (572,0, 1109,0) 901,0 (658,0, 1188,0) 0,428
e E n= 51 n=43
3
58 Gestantes 321,0 (249,0, 420,0) 330,0 (257,0, 426,0) 0,550
g n= 139 n= 139
Lactantes 488,0 (437,0, 627,0) 517,0 (391,5, 605,5) 0.527
N= 27 N= 25
13,2 (10,9, 15,7) 13,6 (11,3, 17,8)
Idosos n< 103 = 154 0,239
5 Criancas 6,2 (5,4,7,2) 6,0 (5,0, 7,7) 0.956
>0 n= 51 n=43
T & 6,2 (5,4,7,4) 6,4 (5,3, 7,6)
= Gestantes = 139 = 139 0,287
9,4 (7,6,10,7) 9,5(7,5,11,9)
Lactantes e D7 = 26 0,677

Valores expressos como mediana e percentil (P25, P75)
'Teste de Mann-Whitney
CC, wild type; CT, heterozigoto; e TT, homozigoto
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5.8. Determinantes clinicos, bioquimicos e genéticos para os niveis de Hcy

no grupo de estudo

Os resultados da analise de regressao linear multipla com critério de
selecdo de variaveis stepwise estao descritos na tabela 10.

Através dessa analise pode-se observar que folato, vitamina Biz, género
(masculino), idade e o polimorfismo no gene RFC1 A80G (gendétipo AA) foram as
variaveis que explicaram as alteragdes nos niveis de Hcy nos idosos. Em criancas
e gestantes, as variaveis que influenciaram a concentragdo de Hcy foram vitamina
B> e folato, respectivamente. Por outro lado, observamos que nenhuma das

variaveis influenciou os niveis de Hcy em lactantes.
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Tabela 10. Associagdes entre as variaveis clinicas, bioquimicas e genéticas sobre

0s niveis de Hcy em idosos, criancas e gestantes.

Erro padrao

Grupos Variaveis independentes  Beta 2 P
beta
Idosos Folato -4,594 1,183 0,044 <0,001
Vitamina B2 -0,044 0,012 0,032 <0,001
Género (M)’ 52,785 8,325 0,162  <0,001
Idade (anos) 3,219 0,594 0,071 <0,001
RFC1 (gendtipo AA x AG)  -26,995 10,625 0,019 0,011
(gendtipo AA x GG) -11,736 11,338
Criancas Vitamina B> -0,023 0,009 0,0782 0,011
Gestantes Folato -3,743 1,198 0,0355 0,002

Variaveis independentes: idade, género (M x F), tabagismo, hipertensdo, diabetes,
dislipidemia, IMC, polimorfismos (RFC1 A80G, GCPIl C1561T e MTHFR C677T), folato e

vitamina Bis».
M, masculino
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T 6. DISCUSSAO
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As deficiéncias de folato, vitamina Bi> e ferro representam um grande
problema de Saude Publica e sdo prevalentes entre todas as faixas etarias no
Brasil e em outros paises. Um problema na pratica clinica € que as vezes essas
deficiéncias somente séo identificadas quando ja ocorreram complicagdes graves,
como por exemplo, o DTN. Assim, a prevengéo dessas deficiéncias torna-se um
grande desafio para a saude no mundo. No Brasil, desde 2004 foi instituida a
fortificacdo de farinhas com 4&cido fdlico e ferro, objetivando suprir as
necessidades minimas diarias, e consequentemente evitando a deficiéncia através
de um método de facil execugao.

Apesar de alguns estudos publicados no Brasil, que avaliaram a
repercussao dessa medida sobre a prevaléncia da deficiéncia de ferro e anemia
ferropriva, praticamente ndo ha estudos relacionados a deficiéncia de folato e
vitamina B..

A deficiéncia de folato e vitamina Biz, € alguns polimorfismos genéticos
podem estar associados a hiperhomocisteinemia, que tem sido avaliada como um
marcador de doencas vasculares, consideradas a maior causa de
morbimortalidade populacional. Portanto, medidas que possam diminuir a
ocorréncia de hiperhomocisteinemia na populacédo geral podem também contribuir
para menor incidéncia das doencgas vasculares.

Neste estudo, foram avaliadas a prevaléncia das deficiéncias de folato,
vitamina By, e ferro, bem como, a presenca de hiperhomocisteinemia e

polimorfismos que potencialmente afetam os niveis de folato, vitamina B12 e Hcy,
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em diversos grupos de uma amostra da populacao brasileira, apds o programa de

fortificagédo de farinhas com acido folico e ferro, adotado pela ANVISA.

6.1. Deficiéncias de folato e vitamina B1»

O presente estudo demonstrou niveis adequados de folato na populacao
geral estudada, pois apenas 0,3% apresentaram a deficiéncia desta vitamina. A
analise de vitamina B, demonstrou uma prevaléncia desta deficiéncia de 5,3%.
Um estudo realizado em uma populacdo dessa mesma regidao mostrou auséncia

de deficiéncia de folato e deficiéncia de vitamina By, em 6% dos adultos [35].

Em paises desenvolvidos, a deficiéncia de folato € incomum, apesar de
poder ser encontrada em alguns paises em desenvolvimento [68]. Além disso, as
diferentes prevaléncias encontradas entre os estudos, que pode variar de 2 a
20%, pode ser decorrente do método laboratorial empregado e do nivel de

vitamina B, definido como deficiéncia [68, 69].

Consideramos que nossos resultados representam o perfil dessas vitaminas
nessa populacao, pois a dosagem foi realizada em uma casuistica de 719
individuos, de varias faixas etarias e em diversas condi¢cdes clinicas, e por
métodos laboratoriais validados e considerados adequados para a andlise. Além
disso, como discutiremos a frente, a avaliacao de acordo com os grupos, também
se torna importante, pois permite que se identifiguem individuos expostos a
situacOes associadas a um maior risco de desenvolvimento dessas deficiéncias, e

gue necessitam de maiores cuidados para sua prevengao.
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Sabe-se que a deficiéncia de folato pode ocorrer em todas as idades,
principalmente em individuos com uma dieta inadequada ou que sofrem de mé
absorcao intestinal [70]. A associacdo com condigdes que aumentem suas
necessidades diarias também podem ter um papel nessa deficiéncia. Na gestacao
essa situagcdo € mais evidente no terceiro trimestre, quando as necessidades

aumentam muito e a dieta pode ser inadequada para suprir essa situacao [55].

Os niveis de vitamina B, também diminuem com a idade devido a mé
absorcao, sendo mais comum em idosos [36]. Estima-se que aproximadamente
10% dos idosos apresentam niveis reduzidos de vitamina Bi, € sua prevaléncia

aumenta com a idade, de 5% aos 65 anos a 20% aos 80 anos [69, 71].

Em nosso estudo, em idosos com uma mediana de idade de 67 anos, a
deficiéncia de folato esteve presente apenas em um individuo, mas 11 (4,2%)
deles apresentaram deficiéncia de vitamina B1p, € 37 (14%) demonstraram niveis
marginais (200 — 300 pg/mL). Coussirat et al. avaliaram 545 idosos (= 60 anos)
atendidos em um Hospital Universitario de Porto Alegre e verificaram que 0,5%
tinham deficiéncia de folato, 5,5% tinham deficiéncia de vitamina Bip, e 23,3%
apresentavam niveis marginais [72]. O estudo realizado por Xavier et al. mostrou
que 7,2% dos idosos eram deficientes de vitamina B2, e 0 estudo Framingham

mostrou que esta deficiéncia estava presente em 12% dos idosos [35, 73, 74].

Nossos resultados sugerem que a fortificacao de farinhas com acido félico
foi eficaz na prevencdo da deficiéncia de folato, mas evidencia uma situacado que

muitas vezes pode passar despercebida nos idosos, que € a deficiéncia de

103



vitamina Bi,. A atrofia da mucosa gastrica, decorrente da presenca de anticorpos
contra o fator intrinseco (muitas vezes nao diagnosticado), ou pela presenga do H.
Pylori podem ter um papel como fator etiolégico da deficiéncia de vitamina Bz

nessa faixa etaria.

Quase a totalidade desses individuos ndo apresenta anemia, e os sintomas
como depressdo, deméncia e funcdo cognitiva prejudicada, que tém sido
associados com essa deficiéncia, podem ser interpretados erroneamente como
decorrentes da idade ou de outras comorbidades [75-77]. Assim, pode haver piora
do quadro clinico pela falta do diagnéstico adequado e tratamento. Nesse sentido
nossos achados tem grande relevancia na pratica clinica, sugerindo que a
dosagem dessa vitamina deve fazer parte da rotina diagnéstica de pacientes a
partir dos 60 anos, mesmo sem qualquer queixa aparente. A elevada prevaléncia
de idosos com niveis marginais de vitamina B12 é outro dado importante, pois as
complicagdes neurolégicas irreversiveis que podem ocorrer na deficiéncia dessa
vitamina ainda nao estao presentes, e medidas terapéuticas podem logo ser

empregadas.

As criancas (0,5 a 6 anos) incluidas em nosso estudo nao apresentaram
deficiéncias de folato e vitamina Bi,. Varios estudos realizados em paises em
desenvolvimento, como a Colémbia e a india, tem descrito uma prevaléncia muito
baixa de deficiéncia dessas vitaminas [78, 79]. No Brasil, um estudo que incluiu
1111 criancas amazonenses descreveu que a deficiéncia de folato e vitamina B1z

foram de 2,5 e 3,7%, respectivamente [33]. Outro estudo realizado com 167
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criangas do estado do Acre demonstrou que a deficiéncia de folato e vitamina B>
estiveram presentes em 2,2 e 11,7%, respectivamente. Vale ressaltar que este
ultimo estudo incluiu apenas criangas até 2 anos de idade, que permaneciam sob
aleitamento materno ou néo ingeriam hortalicas, frutas e derivados animais até
mais de 1 ano de vida, o que pode ter contribuido para a elevada deficiéncia de

vitamina B12[80].

Shakur et al. relataram que desde a fortificacdo de alimentos com acido
félico, a deficiéncia desta vitamina reduziu a praticamente zero em criancas com
idades entre 1 a 14 anos [81]. Estes resultados sugerem que ndo ha
aparentemente nenhuma vantagem adicional da suplementacdo com &cido félico

em paises onde os alimentos sao fortificados [82].

Os nossos resultados sugerem que a fortificacdo foi adequada para a
prevencao de deficiéncia de folato nessas criancas, e que a dieta supriu as
necessidades de vitamina B12. Como as necessidades didrias dessa vitamina sao
infimas, a caréncia de origem alimentar € excepcional, e apesar de se tratarem de
criangas, devem consumir alimentos que contém esse nutriente. De forma
diferente dos idosos, em que a ocorréncia de situagdes associadas a ma absorcao
sdo comuns, essas criancas nao tinham histéria sugestiva de alteragbes

intestinais.

Durante a gestacdo, folato e vitamina B, sdo cruciais para o
desenvolvimento normal do feto, pois as necessidades fisiolégicas destes

nutrientes aumentam muito e, portanto, uma ingestao inadequada aumenta o risco
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de anormalidades do desenvolvimento, dentre elas, DTN [83, 84]. Os resultados
do presente estudo mostraram que a mediana dos niveis de folato (10,7 ng/mL) e
de vitamina Bi2 (325,0 pg/mL) foram maiores que a mediana relatada por Guerra-
Shinohara et al. em 2002 (5,6 ng/mL e 181,1 pg/mL, respectivamente), quando

ainda nao era realizada a fortificagdo de alimentos [23].

Podemos, portanto, destacar que a deficiéncia de folato foi praticamente
inexistente em nosso estudo (apenas uma gestante com deficiéncia), e que os
niveis de folato foram maiores em gestantes que faziam uso de suplementacéo.
De acordo com alguns estudos, a fortificacao obrigatéria de farinhas com &acido
félico resultou nao apenas em uma melhora no aporte € nos niveis de folato no
sangue, mas também numa reducdo da ocorréncia de DTN [85-87]. Nossos
resultados favorecem a eficacia desse programa, pois mesmo sem suplementacao
observou-se niveis normais de folato. Contudo, ndo podemos excluir que a
suplementacao possa ter contribuido para obtencao de niveis adequados de folato

em quase todas as gestantes.

A prevaléncia de deficiéncia de vitamina B12 (8,9%) e de niveis marginais
(32,7%) foi mais prevalente no grupo de gestantes. Uma alta prevaléncia dessa
deficiéncia em gestantes também tem sido descrita em outras populagdes [88].
Ray et al. descrevem que uma em cada 20 gestantes canadenses podem ser
deficientes de vitamina Bi», durante o periodo critico de fechamento do tubo neural

[89]. Outros estudos também tem associado a deficiéncia de vitamina B2 com o
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aumento no risco de DTN, especialmente apds a fortificacdo de farinhas com

4cido félico [41, 42].

Nossos dados evidenciam que a deficiéncia de vitamina Bi, deve ser
investigada em gestantes, principalmente pela associagdo com complicacdes
importantes, particularmente o DTN, e pelo fato de ser facilmente diagnosticada, e

poder ser tratada com eficacia.

Também é interessante ressaltar o elevado numero de gestantes com
niveis marginais de vitamina Bi,, e que talvez constitua um grupo de alerta, em
que a suplementacdo possa ser indicada profilaticamente. Molloy et al.
demonstraram que niveis de vitamina Bi, abaixo de 300 pg/mL ja estao

associados a um aumento do risco de DTN [90].

Também nao podemos descartar o efeito da hemodiluicao sobre os niveis
de vitamina Bj, pois todas as pacientes com deficiéncia estavam no ultimo

trimestre da gestacao, exceto uma paciente com 16 semanas de gestacao.

Neste estudo, ndo observamos deficiéncia de folato em lactantes, e a
deficiéncia de vitamina Bi, esteve presente em apenas 1,8% das pacientes.
Apesar desse periodo ainda ter uma necessidade aumentada de nutrientes, uma
dieta balanceada parece ser suficiente para suprir a demanda. Este dado é
interessante, no sentido de que essas alteragdes poderiam comprometer a
qualidade do leite materno, e consequentemente favorecer a deficiéncias no

lactente [82].
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6.2. Hiperhomocisteinemia e Polimorfismos nos genes RFC1 A80G, GCPII

C1561T e MTHFR C677T

Apesar do objetivo principal da fortificacao de farinhas com acido félico ser
a reducdo de DTN, o potencial beneficio para a populagédo geral em diminuir o
risco de doencgas cardiovasculares via redugdo dos niveis de Hcy também é

relevante [21].

A hiperhomocisteinemia tem sido considerada um fator de risco para
doencas vasculares. O aumento de Hcy esta relacionado a deficiéncia de folato,

vitamina B2 e polimorfismos genéticos.

Alguns estudos de base populacional sugerem que o declinio na
mortalidade relacionada ao acidente vascular cerebral (AVC) coincidiu com a
introducdo da fortificagdo com acido félico nos Estados Unidos e Canada [91].
Contudo, algumas meta-analises que avaliaram o risco de doenga cardiovascular
ou mortes de qualquer etiologia, em pacientes com ou sem doenga prévia, nao
conseguiram mostrar um efeito benéfico dessa estratégia. Parece que em alguns
subgrupos de pacientes, como aqueles com doenca renal, a suplementacéo pode

ter um efeito benéfico [92, 93].

Nossos resultados mostraram uma prevaléncia bastante elevada de
hiperhomocisteinemia no grupo de idosos (34,3%). Além disso, a analise
multivariada mostrou que nesse grupo, houve uma influéncia dos niveis de folato e
vitamina B2, além da idade, género (masculino) e o polimorfismo RFC1 (genétipo

AA) sobre os niveis deste aminoacido. A hiperhomocisteinemia pode ser
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consequéncia do aumento de stress oxidativo, mais comum com O
envelhecimento, e na presenca de fatores como hipertensao arterial, diabetes e
dislipidemia. Estes fatores foram muito comuns neste grupo de individuos e talvez
possam justificar a prevaléncia tdo elevada desta condicdo. Nossos resultados
corroboram com outros estudos que também consideram a diminuicdo dessas
vitaminas e o aumento da idade como fatores relacionados a esta condicao [74,

94].

Nas criancas incluidas neste estudo, a hiperhomocisteinemia foi rara e a
analise multivariada demonstrou efeito dos niveis de vitamina Bi2. Um estudo
realizado com 207 criancas da regido de Campinas demonstrou que os fatores
adquiridos, vitamina Bi» e folato, foram os mais importantes na definicdo dos

niveis de Hcy plasmatica [95].

Com relacdo ao grupo de gestantes, os niveis de Hcy estavam dentro da
normalidade na maioria dos casos, e apenas 8 delas tinham um leve aumento
(mediana 13,6 umol/L). A andlise multivariada mostrou que o folato teve um papel

sobre os niveis de Hcy.

Sabe-se que os niveis de Hcy em gestantes sdo mais baixos que em
mulheres nao gestantes [96, 97]. Estudos relatam que niveis elevados de Hcy
(> 15,33 umol/L) foram observados em mées de recém-nascidos com DTN [98,
99]. Diversos estudos também tém associado niveis elevados de Hcy a uma
variedade de efeitos adversos durante a gestagdo, tais como, descolamento de

placenta, restricdo do crescimento intrauterino, abortos recorrentes, abortos
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espontaneos e pré-eclampsia [100-102]. Apesar de ndo termos dados sobre o
desfecho das gestacbes, os niveis de Hcy ndo apontam para uma possivel

complicacao relacionada a esse aminoacido.

Neste estudo, 5% das lactantes apresentaram niveis de Hcy acima de 15
umol/L. Ramlau-Hansen et al. mostraram que lactantes que nao faziam uso de
suplementos com 4cido félico tinham uma alta frequéncia de
hiperhomocisteinemia, quando comparadas com lactantes que faziam uso de
suplementacdo, e com uma populacédo controle [103]. Apesar da relagdo entre
folato e hiperhomocisteinemia em lactantes, nossos resultados nao evidenciaram,

na analise multivariada, nenhum fator que pudesse interferir com os niveis de Hcy.

Em nosso estudo, as frequéncias dos genoétipos dos polimorfismos nos
genes RFC1 e MTHFR foram semelhantes as relatadas em outras populacoes [47,
48, 104], enquanto que as frequéncias do gendtipo do polimorfismo no gene GCPII

foram diferentes das descritas por outros estudos [46, 49].

Dentre os polimorfismos investigados, apenas o polimorfismo no gene
MTHFR (C677T) foi significativamente associado com os niveis de folato, em
gestantes. Esta bem estabelecido na literatura que os niveis reduzidos de folato
podem ser cruciais para o desenvolvimento de hiperhomocisteinemia em
individuos com este polimorfismo [105, 106]. Por outro lado, os niveis de Hcy
tendem a ser independentes do gendtipo, em populagdes com alta frequéncia do

alelo T (= 20%) [107, 108].
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Diversos estudos ndo tém demonstrado que o polimorfismo no gene RFC1
(A80G) influencia os niveis de folato e Hcy [48, 109, 110], porém nossos
resultados demonstraram uma tendéncia em gestantes com relagdo aos niveis de
Hcy. Em uma populacdo ndo selecionada, individuos homozigotos para ambos os
polimorfismos nos gene RFC1 (A80G) e MTHFR (C677T) tinham niveis de Hcy
moderadamente elevados [47]. Lopreato et al. também observaram em gestantes
homozigotas para estes mesmos polimorfismos uma redu¢do nos niveis de folato,
e um aumento nos niveis de Hcy foi observado em gestantes carreadoras dos
alelos TT/AG [51]. Com relacdo ao polimorfismo no gene GCPIl (C1561T),
nenhuma associagdo com folato, vitamina B2 e Hcy foi observada no grupo de
estudo. De acordo com Devlin et al., carreadores do alelo T tiveram niveis de
folato significativamente mais baixos e niveis elevados de Hcy [46]. Entretanto,
estes achados nédo foram confirmados por outro estudo realizado pelo mesmo

autor [48].

Em resumo, diversos fatores confundidores podem interferir com os efeitos
dos polimorfismos sobre os niveis de folato, vitamina B2 e Hcy, pela interacao

com outros polimorfismos ou com fatores ambientais [48].

6.3. Deficiéncia de ferro
A deficiéncia de ferro € a alteracao nutricional mais prevalente no mundo, e
atualmente é reconhecida pela OMS como um dos 10 maiores riscos para a saude

global [111, 112]. A anemia afeta cerca de 2 bilhées de pessoas no mundo inteiro
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e metade dos casos de anemia sdo causadas pela deficiéncia de ferro [111].
Apesar da fortificagcdo de farinhas com ferro ser obrigatéria no Brasil desde 2004,
observamos neste estudo, que a prevaléncia da deficiéncia de ferro foi de 12,6%,
e da anemia ferropriva de 3,7%. A anemia esteve presente em 9,4% dos casos, e
a principal causa foi a deficiéncia de ferro (38,8%).

Neste estudo a prevaléncia de anemia nos idosos foi de aproximadamente
7%, € em apenas 16,6% dos casos foi decorrente da deficiéncia de ferro,
semelhante a deficiéncia de vitamina Bio. Portanto, a prevaléncia de anemia
ferropriva foi de 1,2%. Os resultados sdo muito semelhantes aos descritos por
Fleming et al.: 9% de anemia , 2,7% de deficiéncia de ferro, e 1,2% de anemia

ferropriva, em idosos com uma média de idade de 76,3+5,0 anos [113].

Os niveis de hemoglobina tendem a diminuir com a idade, e a anemia é
considerada como o problema de saude mais importante entre os idosos, mas
estima-se que a prevaléncia desta condicao varia substancialmente devido a etnia,
estado de saude e circunstancias de vida [114]. Alguns sintomas tipicos da
anemia, tais como, fadiga, fraqueza e dispneia nao sao especificos, e em idosos
tendem a ser atribuido a idade avangcada, mascarando o diagnostico [115]. Por
outro lado, a anemia em idosos, apesar de normalmente ser leve, esta associada
ao mau desempenho fisico [116, 117], aumento da susceptibilidade a queda [118],

fragilidade [119], disfuncéo cognitiva [120] e morte [121].

Aproximadamente um tergco da anemia nos idosos é devido a presenca de

doencas cronicas e um terco apresenta anemia inexplicada. A deficiéncia de ferro
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isoladamente ou em combinacdo com as deficiéncias de folato e vitamina B,

também é responsavel por um tergo das anemias [122].

Em paises industrializados, a anemia ferropriva raramente € resultado de
uma dieta inadequada [123]. Na maioria das vezes, a anemia ferropriva é

decorrente da perda de sangue por alteracoes gastrointestinais crénicas [115].

Nossos resultados sugerem que a fortificacdo de farinhas com ferro foi
eficaz para os idosos deste estudo, pois dos 262 idosos avaliados apenas 4
individuos (1,5%) apresentaram deficiéncia de ferro e 3 (1,2%) deles tinham
anemia ferropriva. Também corroboram com o descrito na literatura, em que um
terco da anemia em idosos é devido a deficiéncia de nutrientes, neste caso ferro e
vitamina Bio. Além disso, a identificacdo da anemia e dos fatores causais é de
extrema importancia nessa faixa etaria, uma vez que alguns sintomas podem ser

confundidos devido a idade.

Na infancia, a deficiéncia de ferro e a anemia ferropriva podem resultar em
atraso no desenvolvimento, alteracdes de comportamento e comprometimento na
capacidade de aprendizagem [124]. Embora a anemia ferropriva possa ser
tratada, as alteragdes no desempenho cognitivo podem nao ser corrigidas [125].
Portanto, a detecgéo da deficiéncia de ferro antes que a anemia progrida é crucial

para prevenir deficiéncias neurocognitivas em criancas em situagao de risco [126].

Em nosso estudo, no grupo de criancas de 0,5 a 6 anos, 13,6%
apresentavam anemia, sendo que a anemia ferropriva estava presente em 4,9%, e

a deficiéncia de ferro em 9,9%.
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Criangas de 1 a 3 anos de idade sdo mais vulneraveis a deficiéncia de ferro,
uma vez que as reservas de ferro maternal estdo esgotadas durante o periodo de
crescimento acelerado [127, 128]. Como observado em nosso estudo, apenas as
criangas menores de 3 anos apresentaram deficiéncia de ferro, mostrando que

nessa faixa etaria as necessidades nutricionais estao realmente aumentadas.

De acordo com o estudo NHANES Ill, a prevaléncia da deficiéncia de ferro
e anemia ferropriva em criangas de 12 a 30 meses de idade é de 9 e 3%,
respectivamente [127]. Bogen et al. relatou que em criancas de 9 a 30 meses de
idade a prevaléncia da anemia (35%), deficiéncia de ferro (7%) e anemia
ferropriva (8%) n&o variou significativamente com a idade [129]. Entretanto,
estudos mostram em criancas de 1 a 3 anos uma prevaléncia da deficiéncia de

ferro de 15% [130].

Um estudo realizado em criancas (< 6 anos) da regiao Sul do Brasil relatou
que a deficiéncia de ferro, anemia e anemia ferropriva esteve presente em 39,5,
15,8 e 18,4%, respectivamente. Este estudo demonstrou que a falta de impacto do
programa de fortificacdo pode ser atribuido a adicao de ferro reduzido ou mesmo
em quantidades inadequadas aos graos, ocasionando baixa biodisponibilidade,
além da ma qualidade da alimentacao das criancas, culminando com aumento na
prevaléncia da anemia, principalmente em criangas menores de 2 anos [131].
Bortolini et al. demonstraram que a deficiéncia de ferro é a principal causa de
anemia em criancas menores de 2 anos, e considera que a anemia em criancas

com idade entre 3 a 4 anos seja devido a outras causas [132].
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Consideramos que mesmo apo6s o programa de fortificacédo, a deficiéncia de
ferro, anemia e anemia ferropriva continuam presentes principalmente em criancas
menores de 3 anos, nas quais as necessidades de ferro se encontram elevadas.
Devido a importancia de um consumo de ferro adequado a demanda necesséria,
nossos resultados corroboram com a indicacdo da suplementagdo com ferro,
principalmente em criancas menores de 2 anos, conforme recomendado pelo

Ministério da Saude e pela Sociedade Brasileira de Pediatria.

Em gestantes, a adequacao de ferro é importante para garantir uma
gestacdo sem complicagdes, bem como, o desenvolvimento normal do feto [133].
A OMS estima que 25,1% das gestantes desenvolvem anemia ferropriva, com

uma prevaléncia maior de mulheres deficientes de ferro sem anemia [63].

O presente estudo mostrou que no grupo de gestantes a prevaléncia da
deficiéncia de ferro foi de 25,1%, que a anemia esteve presente em 11,1%, e a
anemia ferropriva em 5,5%. Portanto, 50% dos casos de anemia foram devido a
deficiéncia de ferro. Nossos resultados corroboram com a estimativa da OMS de
que a prevaléncia da deficiéncia de ferro sem anemia (18,2%) é maior que a

anemia ferropriva.

A prevaléncia global da anemia em gestantes é de 4,8%, e nas Américas
esta prevaléncia é de 24% [63]. Antes da implantagcédo da fortificacdo no Brasil, a
causa da anemia em gestantes era principalmente decorrente da deficiéncia de
ferro (46,7%) e éacido félico (44,4%) [28]. Apds a fortificacdo alguns estudos
demonstraram uma diminui¢cdo nessa prevaléncia [134, 135]. Fujimori et al. (2011)
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demonstraram que a prevaléncia da anemia em gestantes diminuiu de 25 para
20%, tendo maior impacto nas regiées norte e nordeste. Contudo, a prevaléncia
nessas regides ainda continua elevada. Por outro lado, Sato et al. ndo observaram
estes achados em gestantes do Estado de Sao Paulo apds a fortificagdo [136].
Esses dados sugerem que além da alimentacao, outros fatores importantes, como
nivel socioecondmico, educacional, e aqueles relacionados a prépria gestacéo,

tem também um papel importante na etiologia da anemia gestacional.

Durante a gestacéo, o aumento das necessidades fisiologicas de ferro esta
associado com a expansao da massa eritrocitaria, desenvolvimento de érgaos e
crescimento do feto, da placenta e cordao umbilical [133]. Isto implica num maior
risco para a deficiéncia de ferro nestas pacientes, e que pode justificar a alta

prevaléncia da deficiéncia de ferro observada em nosso estudo.

De fato, os niveis de ferritina e hemoglobina em gestantes foram menores,
principalmente entre 202 a 402 semana de gestagdo. Um estudo realizado em
gestantes do estado de Sao Paulo observou uma reducao nos niveis de ferritina,
ferro sérico e saturacao de transferrina ao longo da gravidez [137]. Assim como
este estudo, podemos sugerir que esses achados podem estar relacionados a
hemodiluicao fisiolégica, e associados a uma dieta inadequada as necessidades

de ferro [138].

Nossos resultados evidenciam que somente a fortificagdo de farinhas com
ferro ndo supre as necessidades durante a gestacdo. Também podemos destacar

que a suplementacdo com ferro durante a gestacdo, apesar de aumentar a
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ferritina significativamente, em comparacgao as gestantes sem suplementacao, nao
foi suficiente para erradicar a deficiéncia. Isto é evidente ao notarmos que 18,8%
das gestantes com suplementagéo ainda apresentavam deficiéncia de ferro. Estes
dados reforcam a obrigatoriedade do uso de suplementacdo durante este periodo,
talvez indicando para um controle da ferritina sérica e aumento da dose quando

necessario [139].

O estado nutricional das lactantes é um importante problema de saude, e a
manutencdo dos nutrientes de forma inadequada pode ter consequéncias
deletérias [140, 141]. Entretanto, os fatores que regulam a concentracao de ferro

no leite materno ainda néo sao totalmente elucidados [142].

Um estudo sugere que a concentracdo de ferro no leite materno é
altamente regulada, e que nao é determinada pelos niveis de hemoglobina, ferro

sérico e ferritina das lactantes [142].

Em lactantes do Japéo a prevaléncia de anemia (11,1%) foi relativamente
mais baixa em comparag¢do com as gestantes (22,9%). Apesar deste estudo nao
ter avaliado a concentracao de ferritina, sugeriu que a deficiéncia grave de ferro

possa nao ser prevalente nesta populacao [143].

Stuetz et al. encontraram uma alta prevaléncia da deficiéncia de ferro em
lactantes (21%), e atribuiu este fato a uma dieta inadequada e a baixa aceitacédo

da suplementagéo [144].
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Como observado em nosso estudo, a prevaléncia da deficiéncia de ferro,
anemia e anemia ferropriva nas lactantes foi de 3,7%, 5,1%, e 3,7%,
respectivamente. Um fator limitante deste grupo € o pequeno numero de mulheres
que foram incluidas. O que fica evidente é que a deficiéncia de ferro foi muito
menor nas lactantes, em relacdo as gestantes. Isso deve ser decorrente da
necessidade diaria de ferro muito menor nesse periodo, e que a fortificacdo dos

graos é relativamente capaz de suprir.

z

E importante ressaltar que mais de 50% dos casos de anemia no nosso
estudo ndo foram decorrentes da deficiéncia de ferro, vitamina Bis, ou folato,
evidenciando que outros fatores transitérios, como no caso da hemodiluicdo em
gestantes, podem ter um papel importante. Também fica claro que as criancas tem
uma alta prevaléncia de anemia, que na maioria dos casos nédo foi decorrente da

deficiéncia dos nutrientes investigados neste estudo.
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T 7. CONCLUSAO
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A deficiéncia de folato foi praticamente inexistente nos diversos grupos

avaliados apo6s a fortificagcao de farinhas com acido félico e ferro;

A deficiéncia de vitamina Bi, foi prevalente em gestantes e idosos,
alertando para uma avaliagdo cuidadosa dessa condicdo nesses individuos,
que constituem um grupo de maior risco, por provavel aumento de

demanda, ma absorcao, ou hemodiluicdo especificamente nas gestantes;

A deficiéncia de ferro foi prevalente em criancas e gestantes. Apesar da
fortificacdo, os resultados deste estudo demonstram que alguns grupos
populacionais apresentam uma necessidade diaria de ferro superior a

obtida com a fortificacao;

Medidas como suplementacdo e a dosagem desses nutrientes em grupos
populacionais de risco devem ser implementados em politicas de Saude
Publica. Além disso, a qualidade da fortificacdo deve ser sempre avaliada

pelos 6rgdos competentes;

A hiperhomocisteinemia foi frequente em idosos, podendo ser um marcador
ou estar relacionada a etiologia da doenca arterial, comum nessa faixa

etaria;

Apenas o polimorfismo no gene MTHFR (C677T) mostrou influéncias sobre
os niveis de folato em gestantes, evidenciando que os fatores adquiridos

sa0 0s mais importantes;
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7.

Os niveis de folato e vitamina B, foram os determinantes mais importantes

da concentragao de Hcy no plasma.
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FACULDADE DE'CIIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp. br/pesquisa/etica/index. himl

CEP, 28/11/13. 2" VIA
(Grupo IIT)

PARECER PROJETO: N° 057/2006 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0036.0.146.000-06

I-IDENTIFICACAQO:

PROJETO: “PREVALENCIA DA DEFICIENCIA DE ACIDO FOLICO E VITAMINA
B12 EM DIVERSOS GRUPOS DA POPULACAO BRASILEIRA, APOS O PROGRAMA
DE FORTIFICACAQ DE ACIDO FOLICO ADOTADO PELA ANVISA”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Joyce Maria Annichino-Bizzacchi

INSTITUICAO: HEMOCENTRO/UNICAMP

APRESENTACAO AQ CEP: 10/02/2005

APRESENTAR RELATORIO EM: 28/03/07 (O fonnularlo encontra-se no sife acima)

II - OBJETIVOS

Avaliar se o programa de fortificaggio adotado pela ANVISA ¢ eficiente; determinar a
prevaléncia de anemia ferropriva e das deficiéncias de acido folico e vitamina B12 apos a
implantagdo do programa; verificar a associago de anemia ferropriva com as deficiéncias de
acido folico e vitamina B12; monitorar a situagio nutricional e alimentar da populagdo estudada;
determinar a prevaléncia dos polimorfismos A80G no gene da RFC1 e C1561T no gene da
GCP2 na populagéo brasileira ¢ a relagfio desses polimorfismos com as concentragdes de folato e
de vitamina B12.

I1I - SUMARIO

Serdo avaliados 1000 individuos separados em 4 grupos de 250 participantes nos
principais grupos de risco para deficiéncia de folato e vitamina B12: idosos, gestantes, nutrizes e
lactante; além do estudo dos polimorfismos citados nos objetivos e da associagdo de anemia
ferropriva. Os participantes serdo individuos saudaveis atendidos no Ceniro de Saude de Bardo
Geraldo e SfAo Quirino em Campinas. Serd realizada uma coleta de sangue e aplicado um
questionario.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O grupo de pesquisadores alertou a ANVISA em um trabalho posterior sobre a
importancia da suplementagiio de folato e vitamina B12, e este estudo ¢ de extrema importéncia
para avaliar o impacto do programa instituido por este orgido. Além disso, pelo estudo de
polimorfismos permitird conhecer a especificidade de alguns subgrupos populacionais, com
necessidades diferentes ¢ até contra-indicag8o para o excesso de folato.

Comite de Etica em Pesquisa - UNICANMP

Rua: Tessdlia YVieira de Camargo, 126 FONE (019) 3788-8936
Caixa Postal 6111 TAX (019) 3788-7187
13084-971 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www . fecm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

LENICAMP

Y - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso
atendendo todos os dispositivos das Resoluges 196/96 ¢ complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem resiri¢des o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinifdo da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.1) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item I'V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsio ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Ttem V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagfes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA. o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.e)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP de acordo com o0s prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO
&

Homologado na 11l Reunido ggédl,nm:@ do CEP/FCM, em 28 de margo de 2006.

Prota. D%ma Aparecida Bottcher Luiz
COORDENADORA COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

Comité de Etics em Pesquisa - UNLICAMP

Rua: Tessalia Yicira de Camargo, 126 FONE (019) 3788-8936

Caixa Postal 611 FAX (019) 3738-7187

13084-971 Campinas— SP cepi@fcm.unicamp.br
L .
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Apéndice 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: Prevaléncia da deficiéncia de &cido félico e vitamina By, em diversos
grupos da populagao brasileira, apdés o programa de fortificagdo de &cido félico adotado
pela ANVISA

Pesquisadores: Profa Dra Joyce Maria Annichino-Bizzacchi
Profa Dra Nelci Fenalti Héehr

Eu, , idade:
RG: , residente a Rua/Av.:

Concordo em participar do presente estudo, apds estar absolutamente esclarecido(a) dos
propositos do mesmao.

Responsavel pelo sujeito da pesquisa:

idade: , RG: , grau de parentesco:

Residente a Rua/Av.:

Trata-se de uma pesquisa que tem como objetivo determinar a prevaléncia da
deficiéncia de é&cido folico e vitamina By, assim como da anemia ferropriva em diversos
grupos da populagéo brasileira, apds a pratica de Saude Publica adotada pela ANVISA de
fortificacdo de é&cido félico e ferro nas farinhas de trigo e de milho. Além disso, sera
determinada a prevaléncia dos polimorfismos A80G no gene da RFC1 e C1561T no gene
da GCP2.

Podera haver beneficios imediatos para os sujeitos da pesquisa, visto que podera
ocorrer intervengdes na conduta médica apds a obtencdo dos resultados dos exames
laboratoriais.

Os procedimentos que o participante sera submetido serdo coleta de sangue e

entrevista. Eventualmente, o senhor (a) podera ser reconvocado a comparecer ao Centro

145



de Saude, para nova coleta de material, com a finalidade de confirmar os resultados do

exame. Os riscos a que o voluntario estara sujeito ao participar do estudo sdao hematoma

(mancha roxa) e/ou pequena dor no local da pungédo venosa. Este estudo néo oferecera

ao participante outros riscos importantes.
Outras informacoes:

1. Havera reembolso de gastos com transporte, em consequiéncia de convocacao para
comparecimento ao Centro de Saude, exclusivamente para a pesquisa.

2. O participante estara livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo que
inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

3. O participante podera tirar todas as duvidas que tiver, ou que aparecam durante o
estudo, sobre o mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondé-las.

4. Todas as informagdes obtidas pelo estudo terdo um carater sigiloso e confidencial e
serdo usadas apenas com a finalidade de divulgagao e publicacdo cientifica, e sua
identidade sera sempre preservada.

5. A sua discordancia em participar do estudo ndo lhe acarretara nenhum prejuizo em
qualquer outro tratamento ou procedimento que possa necessitar futuramente neste
Centro de Saude.

6. O material colhido neste estudo sera utilizado somente para os objetivos propostos e
gostariamos de saber se o senhor (a) concorda que este material possa ser
armazenado.

7. Caso seja realizado um outro estudo com este material, o senhor (a) sera
devidamente informado e questionado se concorda na participagdo de um outro
estudo. Este novo estudo devera ser novamente submetido a apreciacdo do Comité
de Etica em Pesquisa.

Quaisquer outras dividas de sua parte poderdo ser dirigidas ao Comité de Etica em

Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP (FONE: 3521 8936)

Campinas / /

Assinatura do participante

Profa Dra Joyce M. Annichino-Bizzacchi Profa Dra Nelci Fenalti Héehr
Tel.: (19) 3521 8755 Tel.: (19) 3521 9455
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Apéndice 2

Data da entrevista:

Nome:

Questionario

HC:

Idade:

Endereco:

Data de Nascimento: Sexo:

Telefone:

Peso:

Altura: Estado civil:

Cor:

Descendentes até 3% geracéo:

Escolaridade:

Faz suplementacao vitaminica (dose e quanto tempo):

Tem doenga de tiredide (qual tratamento):

Tem problema de estdmago (qual tratamento):

Tem problema de coragao (qual tratamento):

Quantas pessoas na familia:

Problema de circulacao:

Venosa (varizes, trombose venosa)
Arterial (problema para andar)

(qual tratamento)

Tem problema de rim (qual tratamento), urina todo dia:
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Tem pressao alta: Tem diabetes:

Tem dislipidemia (colesterol alto):

Tabagismo:
() Nunca fumou

() Fumante (quantos cigarros por dia)

( ) Ex-fumante (quantos cigarros fumava por dia e parou a quanto tempo)

Faz uso de algum medicamento: (qual)

Faz uso de metotrexate, trimetropina, fenitoina ou outros medicamentos anticonvulsivantes e

antidepressivos triciclicos (critério de exclusao):

Tem alguma doenga e se faz tratamento:
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ABSTRACT

Objective: The aims of this study were to assess folate and vitamin B-12 status and the
frequency of elevated levels of Hcy in distinct Brazilian populations including elderly,
children, pregnant and lactating women, after the initiation of folic acid fortification by
Brazilian authorities. We also investigated the effects of RFC1 80G>A, GCPII 1561C>T
and MTHFR 677C>T polymorphisms on folate, vitamin B-12 and Hcy levels in these
individuals.

Design: Folate, vitamin B-12 and levels were measured by chemiluminescence
immunoassays, and Hcy levels were determined by high-performance liquid
chromatography. Genotype analyses of RFC1 A80G, GCPII C1561T and MTHFR
C677T polymorphisms were performed by PCR-RFLP.

Setting: The individuals were recruited from primary care centers in Campinas — Brazil,

between 2006 - 2007.
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Subjects: In total 719 individuals, including elderly (262), children (106), pregnant
women (291) and lactating women (60) were recruited.

Results: The overall prevalence of low folate and vitamin B-12 status was 0.3% and
5.3%, respectively. Low folate status was observed only in elderly and pregnant women,
whereas vitamin B-12 deficiency was more frequent in pregnant women. Plasma Hcy
concentrations was significantly higher in the elderly. Pregnant women carrying the
MTHFR 677T allele (CT+TT) showed lower serum folate levels (p=0.030), but none of
the polymorphisms investigated in this study affected folate, vitamin B-12 and Hcy levels
in elderly, children and lactating women. After a multivariate analysis, Hcy levels were
predicted by variables such as folate, vitamin B-12, gender and age, according to the
subgroup studied.

Conclusion: Our results suggest that low folate status is practically inexistent in the
post folic acid fortification era in Brazil. However, screening for vitamin B-12 deficiency

may be patrticularly relevant in our population.

INTRODUCTION

Folate and vitamin B-12 are essential nutrients, and their deficiencies represent public
health problems worldwide, affecting all age groups and leading to complications such
as anemia, birth defects and neurological disorders (1, 2). Low concentrations of folate
and vitamin B-12 are also associated with high homocysteine (Hcy) levels, considered a
risk factor of cardiovascular disease, cognitive decline and adverse pregnancy

outcomes (2-4).
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Folate deficiency can be caused by inadequate dietary intake, medications
(methotrexate and anticonvulsants), alcoholism and conditions associated with
increased cell turnover. In addition, a few genetic polymorphisms have been shown to
influence folate levels. On the other hand, vitamin B-12 deficiency results mainly from
gastrointestinal conditions leading to vitamin B-12 malabsorption, and less frequently
from intestinal parasitosis and genetic polymorphisms (5). Genetic polymorphisms such
as reduced folate carrier (RFC1) 80G>A and glutamate carboxypeptidase Il (GCPII)
1561C>T have also been shown to impair folate transport and absorption, respectively,
thus affecting the bioavailability of the dietary folate (6, 7). The
methylenetetrahydrofolate reductase MTHFR 677C>T polymorphism is associated with
elevated Hcy levels and reduced folate and vitamin B-12 levels (8, 9).

Fortification of white flour with folic acid is mandatory in several countries and has
shown to be a successful public health intervention. Although the major purpose of folic
acid fortification is to reduce the occurrence of neural tube defects in pregnancy, an
additional potential benefit is a potential protection against chronic diseases, through its
association with lower Hcy levels (10, 11). In Brazil, this strategy has been applied
since 2004 by the National Health Surveillance Agency, ANVISA (12). These measures
are based on the importance of providing an adequate intake of folate mainly to
vulnerable populations such as pregnant and lactating women, children and the elderly
(13, 14).

In this context, the aims of this study were: (1) to assess folate and vitamin B-12 status,
as well as the frequency of elevated Hcy levels among children, elderly, and pregnant

and lactating women in the post folic acid fortification era; and (2) to investigate the
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effect of RFC1 A80G, GCPII C1561T and MTHFR C677 polymorphisms on folate,
vitamin B-12 and Hcy levels in the same study groups.

METHODS

Study population

Our study population consisted of 719 individuals enrolled between April 2006 and May
2007, divided into the following subgroups: 262 elderly individuals (aged 60-91 years-
old), 106 children (aged 0.5 — 6 years), 291 pregnant women (aged 14 — 43 years) and
60 lactating women (aged 14 — 40 years). All individuals were recruited from primary
care centers in Campinas, Brazil. We excluded individuals who had hypothyroidism,
renal and hepatic disease, and those using agents that affect B vitamin metabolism such
as methotrexate and anticonvulsants. The study was performed in accordance with the
Declaration of Helsinki. The protocol was approved by the Institution Review Board from
University of Campinas. A written informed consent was obtained from all individuals
prior to any study procedure.

Blood collection

Blood samples were collected from all participants after 12h overnight fast in tubes
without anticoagulant for measurement of folate and vitamin B-12, and tubes containing
EDTA to measure Hcy and for the genetic analyses (RFC1 A80G, GCPIlI C1561T and
MTHFR C677T). Serum and plasma samples were processed within 3 h after the
collection and stored below -80°C until the analyses.

Laboratory assays

Serum levels of folate and vitamin B-12 were determined using chemiluminescence

immunoassays (Elecsys/Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Hcy in plasma was
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assessed by high-performance liquid chromatography with fluorescence detection (15).
Genomic DNA was isolated from whole blood by standard methods. The analyses of
RFC1 80G>A, GCPII 1561C>T and MTHFR 677C>T polymorphisms were accomplished
by PCR-RFLP. The amplified fragments were digested by restriction enzymes (Hinfl,
Hhal and Accl, respectively), as previously described (6, 16, 17).

We separated folate, vitamin B-12 and Hcy levels in categories, based on the reference
values used in our service. For folate levels, categories were: <4 ng/ml, 4 — 8 ng/ml, >8
ng/ml; for vitamin B-12: <200 pg/ml, 200 — 300 pg/ml, 300 — 400 pg/ml, >400 pg/ml; and
for Hey levels, these categories were: <10 pumol/l, 10 — 15 pmol/l, >15 pmol/l. Individuals
with levels of folate below 4 ng/ml and vitamin B-12 below 200 pg/ml were categorized
as low status. Vitamin B-12 levels between 200 — 300 pg/mL were considered as
marginal status (5, 14). Levels of Hcy above 15 umol/l were considered elevated (18).
Of note, the reference values used to describe low status of folate and vitamin B-12 are
similar those cited by WHO (19).

Statistical analysis

Data are expressed as means + SD, median, minimum, maximum, number and
percentages. Medians were compared using the Mann-Whitney test for 2-group
comparisons. Hardy-Weinberg equilibrium test was performed for all genotypes using
chi-square test. Stepwise linear regression analyses were performed for Hcy as the
dependent variable and folate, vitamin B-12, polymorphisms, age, gender, body mass
index, hypertension, diabetes, smoking as the independent variables. Statistical tests
were performed using SPSS software with the level of significance set at p<0.05.

RESULTS
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In total, 719 individuals were included in our study. The demographic characteristics of
the study population are summarized in table 1.

Folate, vitamin B-12 and homocysteine levels

For all individuals included in this study, the overall meanzSD of folate, vitamin B-12 and
Hcy levels were 11.41+3.78, 505.54+307.13 and 10.25+9.07, respectively. Among the
distinct study groups, children had higher folate and vitamin B-12, whereas elderly had
higher Hcy levels (table 2). Folate and vitamin B-12 levels were not performed in 9
individuals, and Hcy levels were not measured in 1 individual.

The overall prevalence of low folate and vitamin B-12 status was estimated to be 0.3%
and 5.3% respectively (table 3). Interestingly, we did not observe low folate or By levels
in children included in our study, and only 1% presented marginal vitamin B-12 levels.
Low folate status could be identified in 0.4% of elderly and 0.3% of pregnant women.
Levels of folate between 4 — 8 ng/mL were more prevalent in lactating women (27.2%).
Pregnant women were the group who presented a higher frequency of low vitamin B-12
status (8.9%), followed by the elderly (4.2%) and lactating women (1.8%). Marginal
status of vitamin B-12 was observed in 14.1% of elderly, 32.7% of pregnant women and
7.5% of lactating women. The prevalence of elevated Hcy levels was observed mainly in
elderly (34.3%). Among pregnant and lactating women, the prevalence of elevated Hcy
levels was 0.7 and 5.0%, respectively.

Frequencies and effects of polymorphisms RFC1 80G>A, GCPIl 1561C>T and
MTHFR 677C>T in the study population

Table 4 summarizes the frequencies of genotypes for each polymorphism studied.

Genotype distributions of RFC1 80A>G, GCPIl 1561C>T and MTHFR 677C>T were in
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Hardy-Weinberg equilibrium. The RFC1 80A>G, GCPIl 1561C>T and MTHFR 677C>T
polymorphisms were not performed in 11, 56 and 30 individuals, respectively.

We compared the medians of folate, vitamin B-12 and Hcy levels according to these
polymorphisms (table 5). Folate, vitamin B-12 and Hcy concentrations were not affected
by the RFC1 80G>A, GCPII 1561C>T and MTHFR 677C>T polymorphisms in elderly,
children and lactating women. Homozygosity for the GCPII 1561C>T polymorphism was
not found in our population. Pregnant women carrying the MTHFR 677T allele (CT+TT
genotypes) showed lower serum folate levels (p=0.030), but vitamin B-12 and Hcy levels
were not affected by this polymorphism. A possible effect of the RFC1 80G>A
polymorphism on Hcy levels was observed in pregnant women. However, no correlation
with levels of folate and vitamin B-12 were found for this polymorphism.

Impact of clinical and laboratory parameters on Hcy levels

We next evaluated the impact of clinical and laboratorial parameters in Hcy levels (table
6). Using a multiple linear regression analysis with stepwise criteria, variables that were
independently associated with Hcy levels were: folate, vitamin B-12, gender, age and
the polymorphism RFC1 80A>G (genotype AA) in elderly; vitamin B-12 in children; and
folate in pregnant women. None of the variables evaluated showed any impact on Hcy
levels in lactating women.

DISCUSSION

In this study, we present data about folate, vitamin B-12 and Hcy levels, as well as
polymorphisms potentially affecting these levels, in different groups of populations from

Brazil in the post folic acid fortification era.
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We demonstrated adequate folate in all studied population, with only 0.3% showing low
status of this vitamin. A previous study performed by Xavier et al. (21) showed vitamin
B-12 deficiency among Brazilian adults reaching over 6%. Similarly, the reported
prevalence of a Canadian population of vitamin B-12 deficiency is approximately 5%,
whereas folate deficiency is practically nonexistent (11). Our results corroborate these
findings, as 5.3% of individuals in our study showed low vitamin B-12 status. In
developed countries, folate deficiency is uncommon, but in some developing countries
this deficiency can be still observed (22). In addition, it is important to note that the
prevalence of folate and vitamin B-12 deficiencies is different between studies due to
assay differences employed (13).

As described previously, folate deficiency may occur at all ages, mostly in individuals
ingesting a poor diet or suffering from intestinal malabsorption (23). In addition, vitamin
B-12 stores frequently decreases with age because of malabsorption of vitamin B-12
from food, which is more common in the elderly (11). It is estimated that about 10% of
elderly present reduced levels of vitamin B-12, with this prevalence increasing from
around 5% at age 65 years to 20% at age 85 years (13, 18). In our study, we identified
4.2% of elderly with low status of vitamin B-12 and about 14% showed marginal status.
In contrast, low folate status was practically inexistent. Furthermore, our study showed a
prevalence of 34.3% of elevated Hcy levels. The Framingham study showed a
prevalence of vitamin B-12 deficiency of 12% among elderly (24), and according to Nurk
et al. (25), Hcy concentration also increases with the age. Moreover, clinical
manifestations, including, depression, dementia and cognitive impairment have been

associated with folate and vitamin B-12 deficiencies in these individuals (26-28). These
157



data highlight the importance of assessing folate, vitamin B-12, and Hcy levels in
population-based studies that include older individuals.

Children aged 0.5 — 6 years included in our study did not exhibit low folate and vitamin
B-12 status. In addition, Hcy levels were within the normal, corroborating our previous
data (29). A study performed in Mexican children younger than 6 years showed a
prevalence of 3.2% for folate deficiency and 7.7% for vitamin B-12 deficiency (30).
Shakur et al. (31) showed that since food fortification with folic acid, folate deficiency has
been reduced to practically 0% in children aged 1 — 14 years. These results suggest that
there is apparently no additional advantage of supplementation with folic acid in
countries where food products are folic acid-fortified (14).

During pregnancy, folate and vitamin B-12 are essential for normal fetal development. In
addition, pregnant women have an increased physiological need of these nutrients, and
their inadequate intake increases the risk of developmental abnormalities, including
neural tube defects (32, 33). The results of the present study showed that mean of folate
(11.0 ng/mL) and vitamin B-12 (258.0 pg/mL) in pregnant women were higher than
those reported by Guerra-Shinohara et al. (6.0 ng/mL and 154.0 pg/mL, respectively)
(34), and low folate status was practically inexistent in this subgroup. However, we
observed a high prevalence of low vitamin B-12 status in pregnant women of 8.9% and
a marginal status was found in 32.7%. Vitamin B-12 decreases significantly through
gestation, as observed in previous studies, most likely due to an increase in fetal
requirements for the vitamin (34-36). In Venezuelans pregnant women the prevalence of
folate and vitamin B-12 deficiencies reached 36.3 and 61.3%, respectively (37). Ray et

al. (38) suggest that 1 in 20 Canadian pregnant women may be vitamin B-12 deficient in
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the critical period of closing of the embryonic neural tube. Increased risk of neural tube
defect has also been associated with vitamin B-12 deficiency (39, 40).

In our study, the prevalence of high of Hcy levels was relatively low in pregnant women.
In previous studies, elevated Hcy levels were observed in mothers of neonates with
neural tube defects (41, 42). Plasma Hcy levels in pregnant women usually are lower
than nonpregnant women (43, 44). In addition, several studies have associated high Hcy
levels with a variety of adverse outcomes in pregnancy, including abruption placentae,
intrauterine growth restriction, recurrent pregnancy loss, spontaneous abortion, and
preeclampsia (45-47). However, we do not have data on the outcome of these
pregnancies.

In lactating women, a higher folate intake is required. Folate concentration in human
milk is strongly regulated and not affected by the maternal folate status, except in
clinically folate-deficient mothers (14). Maternal vitamin B-12 levels have been also
correlated with milk vitamin B-12 and infant urinary methylmalonic acid levels, inversely
related to milk vitamin B-12 levels. However, in breast-fed infants the deficiency may
become clear because of the low milk concentration of vitamin B-12 (48, 49). In this
study, we did not observe low folate status in lactating women, but 1.8% showed low
vitamin B-12 status. Moreover, 5% of lactating women showed elevated levels of Hcy.
Ramlau-Hansen et al. (50) demonstrated that breastfeeding mothers who did not take
folic acid supplements had a higher prevalence of elevated Hcy compared to
breastfeeding mothers taking folic acid supplements and to a control population.

In our study, the frequencies of MTHFR and RCF1 genotypes were similar to those

reported in others populations (17, 51, 52), whereas genotype frequencies of the GCPII
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1561C>T polymorphism were different from those described in other studies (6, 7).
Among these polymorphisms, only the MTHFR 677C>T was significantly associated
with low folate levels in pregnant women. It is well-known that folate status might play a
crucial role in the development of hyperhomocysteinemia in individuals with this
polymorphism (53, 54). Furthermore, Hcy levels tend to be independent of the genotype
in populations having high T allele frequency (=220%) (55, 56).

Several studies have reported that the RFC1 80A>G polymorphism influences Hcy
levels (52, 57, 58). In fact, we observed a trend toward elevated Hcy levels in pregnant
women in our study. In an unselected population, subjects who were doubly
homozygous GG for RFC1 polymorphism and TT for the MTHFR polymorphism had
moderately elevated Hcy levels (17). Lopreato et al. (59) also observed in pregnant
women that MTFHR 677TT and RCF1 80GG and AG combined genotypes were
associated with reduced folate or increased Hcy levels. Regarding GCPIl 1561C>T
polymorphism, no association with folate, vitamin B-12 and Hcy levels was observed in
our study group. According to Devlin et al. (6), carriers of the GCPII T allele had
significantly lower serum folate levels and higher Hcy levels, but these findings were not
confirmed in another study performed by the same author (52). In summary, the effects
of polymorphisms on folate-metabolizing genes on Hcy levels may be confounded by
the interaction with other polymorphisms or with environmental factors that influence
folate status (52).

Finally, we were able to demonstrate that Hcy levels are influenced by folate, vitamin B-
12, gender and age. Plasma Hcy may serve as an indicator of status and perhaps of the

intake of vitamins such as folate, vitamin B-12 and vitamin Bg (60). These results
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corroborate with previous findings where acquired factors contribute more to
hyperhomocysteinemia than genetic factors (29).

Some limitations of this study could be observed, such as: the small number of children
and lactating women included; the lack of data about food-intake to correlate with folate
and vitamin B-12 levels; and the lack of some blood sample to complete the analyses,
mainly the polymorphisms investigation. Moreover, we not performed the measurements
of red blood cell folate and methylmalonic acid. Despite, our study was the first to
evaluate the frequency of folate and vitamin B-12 status in elderly, children, pregnant
women and lactating women in post folic acid fortification era in Brazil.

In conclusion, our results suggest that low status of folate is practically inexistent in the
subgroups evaluated in this study, in the post folic acid fortification era. However, our
study also suggests that screening for vitamin B-12 deficiency may be particularly
relevant in our population, and that the impact of the relatively high frequency of this
deficiency in the overall health of our population deserves additional studies. In regard to
the influence of genetic polymorphisms on levels of these nutrients, we did not observe
any evidence that RFC1 80A>G and GCPII 1561C>T polymorphisms influence folate,
vitamin B-12 and Hcy. Finally, we confirmed that folate and vitamin B-12 are important

determinants of Hcy levels.
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Table 1. Characteristics of the study population.

. Pregnant Lactating
(E]Iijgélz‘; ((::1|1d 52)" women women
- B (n=291) (n=60)
Age (y)' 68.846.5 2.9+1.6 26.5+6.8 26.3+6.2
ge ly (60 —-91) (0.5-16) (14 — 43) (14 — 40)
Gender (male:female) 114:148 54:52 0:291 0:60
BMI (mean+SD) 26.814.5 16.7£3.9 27.7+6.1 24.5+4 .4
Supplementation® 43 (16.4) 22 (16.6) 138 (47.4) 10 (16.6)
Smoking [n (%)] 20 (7.6) - 27 (9.3) 8 (13.3)
Hypertension [n (%)] 158 (60.3) - 42 (14.4) 5 (8.3)
Diabetes [n (%)] 65 (24.8) 3(2.8) 12 (4.1) 1(1.6)
Dyslipidemia [n (%)] 65 (24.8) - 2 (0.7) -

! Values expressed as mean+SD and range in parentheses

Users of multivitamins or folic acid supplements
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Table 2. Folate, vitamin B12, and Hcy levels in different study groups'.

Folate Vitamin B12 Hey?

Groups (ng/mL) (pg/mL) (umol/L)
Elderl 113435  523.74319.0 15.9+12.8
y N=262 n=262 n=262
Children 120436  886.6+339.2  6.4+1.6
n=103 n=103 n=105
Pregnant women 11.4+4 1 351.1£132.7 6.6x1.9
n=291 n=291 n=291
. 9.9+29  5225166.7  9.6+2.9
Lactating women n=54 n=54 n=60
11,4437 505.5¢307.1  10.249.1
TOTAL =710 =710 =718

'All values are expressed as means + SD
’Hcy, homocysteine
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Table 3. Folate, vitamin B-12 and Hcy status according to cut-off values.

. Pregnant Lactatin
Cut-off values All Elderly Chllciren wo%nen womeng
n, % n, % n, %
n, % n, %
< 4 ng/mL 2,0.3 1,0.4 - 1,0.3 -
4 - 8 ng/mL 137, 48,18.3 13,12.6 61,21.0 15, 27.8
Folate 19.3
8 - 20 ng/mL 571, 213, 90, 87.4 229, 78.7 39,72.2
80.4 81.3
< 200 pg/mL 38,53 11,4.2 - 26, 8.9 1,1.8
200 - 300 137, 37,141 1,1.0 95,32.7 4,75
pg/mL 19.3
Vitamin B-12 300 - 400 154, 64,244 3,29 81,27.8 6, 11.1
pg/mL 21.7
> 400 pg/mL 381, 150, 99, 96.1 89, 30.6 43,79.6
53.7 57.3
<10 pmol/L 448, 34,13.2 101, 274,94.5 37,61.7
63.1 98,1
Homocysteine 10 - 15 umol/L 169, 135, 2,19 14,4.8 20, 33.3
23.8 52.5
> 15 ymol/L 93,13.1 88, 34.3 - 2,0.7 3,5.0
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Table 4. Overall genotype frequencies of RFC1 80G>A, GCPII 1561C>T and MTHFR
677C>T polymorphisms.

Polymorphisms Genotypes nStUdV Qroupf/
AA 158 22.3
RFC1 80G>A' AG 343 48.4
GG 207 29.3
2 CcC 619 93.4
GPCII 1561C>T oT M 3
CcC 326 47.3
MTHFR 677C>T° CT 286 415
T 77 11.2

'AA, wild type; AG, heterozygous; and GG homozygous mutant for the RFC1 80A>G
polymorphism

2 CC, wild type; and CT, heterozygous for the GCPII 1561C>T polymorphism

%CC, wild type; CT, heterozygous; and TT, homozygous mutant for the MTHFR 677C>T
polymorphism
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Table 5. Folate, vitamin B12 and homocysteine levels according to RFC1 A80G, GCPII C1561T and MTHFR
C677T polymorphisms in elderly, children, pregnant women and lactating women'.

3 4
GROUPS " RFC1 BUG:AAG+GG pz = GCPI651C=T = p2 = MTHFR G?TC:T;F_IT pz
Elderly 11.2r£54; 20) 11.ﬁ_(;1—1 20 0.762 11.2_(;4—1 20 12.2n5;15) 0952 11.3_(41&320) 11n(:1 1—5§EI) 0.976
p g Children 12.5::(?26 201 12.Dn£585 200 0737 12.Dn(:5?; 200 11.5n(56— 19) 0.3 12.Dn£65; 201 12.8n£54; 200 0515
_0' .._aj .......... e T 9 84_20 ............... 1094_20 ............................ 1 084_20 ............... 1155_19 1124_20 ............... 974_20 .....................
SE e e T oo Y e om0
Lactating 10.6(5 - 14) 854 - 16) 884 -16) 12618 - 14) 10.01(5 - 16) 974 -15)
01 0429 0.447
women n=12 n=42 n=4% =3 n=27 n=25
418.0 (114 - 20007  443.0 (129 - 2000) 444.0 (114 - 2000y 3735 (222 -819) 463.0 (136 - 20007  426.0 (114 - 2000)
Elderly 0.e7a 037 0335
n=4% n=211 n=241 n=14 n=103 n= 154
e et A A ot L e SO
g Children g7 .0 (::;EI— 1434y 8610 (53180— 1797 0799 a01.0 Qni;g_ 1797 77248 (4n1=96— 1248 0359 7a90.0 (33?51— 1797 901.0 (3113— 1674) 0,498
£ E ....... i:.’-lzé-g.l-].i.]-li.t .......... '3'4'1':5'@'06; .7..2.1..) ...... 3.2.3..5..(.1.1.0.. g '9;4'1-) ...................................................................... 321.6'('1”2'5” lékﬁj ...... jétl'_'lj'ﬁ e '855)' ...............
e = 073 0.540
S women oo L S n=212 D= =138 ] m=13
Lactating BB3.0 (271 -763)  486.5 (183 - 1008) 0.034 488.0 (299 - 1008)  517.0 (188 - 714) 0597
... Women . o N Lo S s Lok LA A= e
_ 14178 -0 13243 -1659) 13243 -271)  13B6{F.1-1659)
. Elderly h=49 =211 0.895 =103 o= 154 0.239
B T R gy e e SHEE
i = Children (n= o0 ) (?FBD ) 0.576 (:z 51 ) (anz 13 ) [0.556
§ E Pregnant sa@4s-10n B4(E1-188) 0052 """" c4(31-189 6.2 (4 -8.8 1710 B2(31-188 6437189 D 28?
s women = n=212 R =280 =21 ' =138 =133 B
= Lactating 94HE4-229 894229 0,599 84(4.3-229 12639 - 128) 0,193 94(E3-163) 8554229 0677
women n=12 n=80 ' n=44 =3 ) n=27 n= 26 '

" Values are expressed as median, minimum and maximum

®Mann-Whitney test;

3AA, wild type; AG, heterozygous; and GG homozygous mutant for the RFC1 80G>A polymorphism
*cc, wild type; and CT, heterozygous for the GCPIl 1561C>T polymorphism

°CC, wild type; CT, heterozygous; and TT, homozygous mutant for the MTHFR 677C>T polymorphism



Table 6. Association between biochemical, clinical and genetic variables in Hcy levels.

‘Multiple linear regression analysis with stepwise criteria.

Groups Independent variables R? P

Elderly Vitamin B12 0.0324 0.0003
Folate 0.0441 0.0001
Gender (male) 0.1622 <0.0001
Age (years) 0.0716 <0.0001
RFC1 (gendtipo AAx AG) 0,019 0,011

(gendtipo AA x GG)
Children Vitamin B12 0.0782 0.0115
Pregnant women _ Folate 0.0355 0.0020
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