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Se vocé ndo puder ser um pinheiro no topo da colina,
Seja um arbusto no vale — mas seja

O melhor arbusto a margem do regato:

Se néo puder ser um ramo, seja um pouco de relva,
E dé alegria a algum caminho:
Se ndo puder ser almiscar, seja entdio, apenas uma tilia -

Porem a tilia mais cheia de vida do lago!

Néo podemos ser todos capitdes; temos de ser tripulagdo.
Hé alguma coisa para todos nos aqui.
Hd grandes obras e outras menores a realizar,

E é a proxima a tarefa que devemos empreender.

Se vocé ndo puder ser uma estrada, seja apenas uma senda,
Se ndo puder ser Sol, seja uma estrela;
Ndo é pelo tamanho que terd éxito ou fracasso-

Mas seja o melhor, independentemente do que vocé ja é!

Douglas Malloch
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RESUMO




A hiperhomocisteinemia vem sendo considerada um fator de risco para trombose, portanto
investigar os fatores genéticos relacionados com o aumento da concentragdo da
homocisteina plasmética ¢ importante para prevencio ¢ tratamento. As mutagdes C677T e
A1298C no gene da MTHFR e a mutagio A66G no gene da MTRR podem aumentar a

concentracio da homocisteina, assim como fatores adquiridos e ambientais. A quase

-~ totalidadedos  estudos - que - avaliaram - a - homocisteina- plasmatica- foram .realizados..em ...

individuos adultos, poucos estudos avaliaram criangas.

Portanto, neste estudo correlacionamos as concentragSes de homocistena plasmatica com
as mutagdes C677T e A1298C no gene da MTHFR e A66G no gene da MTRR assim como
com as concentrages de 4cido folico e vitamina By, em um grupo de 220 criangas com
idade entre 1 a 8 anos. Todas as criangas inchiidas nfio estavam fazendo uso de qualquer

medicagfio e nfio apresentavam sintomas clinicos de nenhuma doenga.

Todos os parimetros analisados incluindo vitamina B, dcido folico, perfil renal, hepatico

e lipidico estavam dentro dos valores de referéncia.

Na analise multivariada, os polimorfismos estudados nfio apresentaram nenhuma influéncia
nas concentragdes de homocisteina e sua importdncia como fator genético para
hiperhomocisteinemia ndo foi estabelecida. Foram encontradas 37 criangas (17%)
heterozigotas para ambas as mutagdes C677T e A1298C no gene da MTHFR. Entretanto,
em contraste ao observado em adultos, a heterozigose para ambas as mutagbes néo mostrou
aumento nas concentragdes de homocisteina plasmatica quando comparada a outros grupos.
Estes resultados adicionalmente sugerem que o fator genético por si sé ndo esta associado

com as concentracdes de homocisteina plasmatica.

Embora nenhuma relaggo foi observada entre o genétipo TT da mutagdo C677T no gene da
MTHFR e a homocisteina, as criangas que apresentaram o gendtipo TT tiveram
concentragdes de acido folico mais baixos do que as criangas com o genotipo CC e CT, esta
observagiio sugere que doencas cardiovasculares podem ser prevenidas, durante a infincia,

através da suplementagdio alimentar com écido folico.
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A média da concentragio de homocisteina, 4cido folico e vitamina B, foi determinada
entre os diferentes haplétipos. O haplétipo CCACGG foi o Gnico que apresentou
diminuicio significativa da concentragio de homocisteina, independente de vitamina Bz €
4scido folico. Por outro lado, alguns haplétipos mostraram diminui¢o significativa das

concentragdes de vitamina Bz € acido folico, sem alterar a concentragio de homocisteina.

fator de risco para hiperhomocisteinemia, estas associages podem ter algum efeito.

A contribuicio de nossos dados para o entendimento dos fatores genéticos relacionados
com hiperhomocisteinemia é de grande importancia, pois foram analisados em criancas que
ainda ndo apresentavam os fatores adquiridos que podem ter relagio com a

hiperhomocisteinemia.
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Since the identification of hyperhomocysteinemia as a risk factor for thrombosis,
understanding the genetic determinants of plasma homocysteine levels is important for the
prevention and treatment of this condition. The polymorphisms C677T and A1298C of the
MTHEFR gene and A66G of the MTRR gene, could contribute to an elevation in plasma
Hcy, although lifestyle factors seem to have a greater influence. Although well established

in adults, few studies have been performed in childhood:

In this study, we investigated whetber the C677T and A1298C polymorphisms in the
MTHFR gene and the A66G polymorphism in the MTRR gene were associated with
alterations in the levels of Hey, folate and By in 220 children in the age range of 1 to 8

years. Exclusion criteria were the presence of any disease or use of medication.
Plasma Hey, folate and vitamin By levels were normal in all children.

In multivariate analysis, none of the polymorphisms could be considered an independent
risk factor for hyperhomocysteinemia. We observed 37 children (17%) double
heterozygous for C677T and A1298C mutations in the MTHFR gene. In contrast to adults,
the double heterozygous children did not demonstrated increased Hcy levels when
compared to the other children. These results also suggest that genetic factors per se are not
associated with plasma Hcey levels.

Whilst no correlation between the homocysteine levels and the C677T mutation was found
in children their folate level was lower than in children not displaying this mutation. This
observation suggests that cardiovascular diseases can be prevented by a dietary supplement
of folate during their childhood.

Hcy, By2 and folate levels were compared between the different haplotypes. The CCACGG
haplotype is the only haplotype that demonstrated significantly decreased plasma Hcy
levels, independently of vitamin B, and folate. On the other hand, some haplotypes
demonstrated a significant decrease in vitamin Bi; or folate levels, without alteration n
Hey levels. These results suggested that although any polymorphism could be identified as
an independent risk factor for hyperhomocysteinemia, its association could have an effect.

Abstract
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Our data make an important contribution to the understanding of genetic factors related to

hyperhomocysteinemia, since it was performed in children, in a phase where fewer

acquired factors are present.

Abstract
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1.1- HISTORICO DA HOMOCISTEINA COMO FATOR DE RISCO PARA
DOENCAS VASCULARES

A homocisteina foi descoberta por De Vigneaud em 1932 (UELAND et al,
1989).

Em 1964, Mudd mostrou que o acomulo de homocisteina no sangue e
consequentemente na urina (homocistiniria), era devido a deficiéncia da enzima cistationa
B-sintase (CBS). Apos esta descoberta, McCully, em 1969, observou que pacientes com

deficiéncia na CBS apresentavam aterosclerose e oclusio arterial em idade precoce.

Em 1976, Wilcken e Wilcken mostraram que pacientes com infarto agudo do
miocardio apresentavam hiperhomocisteinemia moderada (25-100 pmol/l), confirmando
assim a hipotese formulada por McCully e Wilson, em 1975, que a elevacio moderada de

homocisteina no sangue seria um fator de risco para aterosclerose na populago geral.

1.2- TROMBOSE VENOSA E ARTERIAL E HIPERHOMOCISTEINEMIA

Muitos trabalhos retrospectivos tipo caso-controle e estudos transversais tém
demonstrado uma correlagio positiva entre o aumento de homocisteina e um aumento do
risco tanto de trombose venosa como arterial, bem como nos casos de tromboses
recorrentes (HANKEY et al., 1999).

Por outro lado, a maioria dos estudos prospectivos nio conseguiram confirmar
esses resultados, e a hiperhomocisteinemia vem sendo considerada como um marcador de
doenga arterial, e talvez possa ser utilizado futuramente como um marcador para o

prognéstico apds uma oclusdo arterial (CHRISTEN et al., 2000).

Recentes estudos com animais kmock-out para CBS demonstraram que a

hiperhomocisteinemia acelera a aterosclerose (WANG et al, 2002).

Introdugdo
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A trombose em adultos j& é uma doenga bastante conhecida, mas € mcomum
em criangas e neste caso pode estar associada a uma morbidade bastante significativa, e
ocasionalmente correlacionada com a mortalidade infantil (NUSS et al., 1995).

A importancia do estudo de trombofilia hereditéria em criancas vem recebendo

. especial atengfio nestes tltimos anos (STFONTES et al, 1996; MANCO-JOHNSON, 1997;

FROSST et al, 1995), incluindo a homozigose para a mutagio C677T no gene da
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR).

1.3- METABOLISMO DA HOMOCISTEINA

A homocisteina é um metabolito intermedidrio do grupo sulfidrila formado
durante a conversdo da metionina, que ¢ um aminoacido essencial proveniente da dieta. A
homocisteina total representa as fragdes ligadas as proteinas, oxidadas e hvres (UELAND
et al., 1993).

O metabolismo intracelular da homocisteina ocorre através de duas vias: a via
de remetilagio na qual a homocisteina originard novamente a metionina, ¢ a via de
transulfuragio que culmina na formagdo de cisteina (JAMES et al, 2000). Na via de
transulfuragio a metionina é convertida em S-adenosil-metionina, que ira doar seu grupo
metil a outros compostos, tais como RNA, DNA, precursores de melatonina, creatinina,
epinefrina, entre outros. A S-adenosil-metionina € deste modo convertida em S-adenosil-
homocisteina, e esta ao perder a adenosina, originara a homocisteina. A homocisteina em
seguida reage com a serina para formar a cistationina, em uma reacdo catalisada pela
enzima CBS e seu cofator piridoxal fosfato (vitamina Bg). A cistationina € transformada em
cistefna através da agfio da cistationase, enzima também dependente da vitamina Bs. A
cistefna é finalmente convertida em taurina, utilizada na sintese de glutationa ou degradada
a sulfato.

A homocisteina novamente origina a metionina através de um processo de
remetilagio, no qual a 5-metil-tetrahidrofolato ¢ a betaina sdo os doadores do grupo metil.
A remogio do grupo metil da 5-metil-tetrahidrofolato ¢ catalisada pela metionina sintase ¢

Introdugdo
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a cobalamina (vitamina By;), que atua como cofator da reagdio. Como resultado da reagéo,
origina-se o tetrahidrofolato, que € convertido em 5,10-metileno-tetrahidrofolato. A enzima
metilenotetrahidrofolato redutase catalisa a conversio da 5,10-metilenotetrahidrofolato
novamente em 5-metiltetrahidrofolato. A remetilagéio pode ocorrer por uma outra via, ativa
principalmente no figado, na qual a betaina atua como doadora doa grupo metil.

Na Figura 1 podemos observar os mecanismos da biotransfonnagﬁo,. 0s
intermediarios e cofatores que estio envolvidos na formagdo da homocisteina.

Quando hd excesso de metionina, a metabolizagdo da homocisteina ocorre
principalmente pela via de transulfuragio. Em condigdes de balango negativo de metionina,
quase toda 2 homocisteina ¢ transformada em metionina, através da via de remetilagdo. O
teste da sobrecarga de metionina foi inicialmente desenvolvido para detectar heterozigose
para a deficiéncia da CBS, que ¢ um defeito na via de transulfuraciio. Este teste dosa a

homocisteina plasmética apés 4 a 8 horas da administragiio oral de uma quantidade
padronizada de metionina (FOWLER et al,, 1971; BOERS et al, 1985).

Introdugio
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Folato /————> CH;SCH,CH,CH(NH.)COOH
Metionina
| NADPH +H' . T
Metilenc adenosil
Hidrofelato (FH;) ppi + Pie ransferase
S-adenosil metionina
NADPH + H"
Tetrahidrofolato(FH,) 4—\ Metil transferase
Serina v
) N5- Metil F, S-Adenosil homocisteina
Glicina / transferase e vi

N5,N'®-Metileno FH,
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FH4 redutase

N3.Metil FH, _/

\ Adenosina

v

HSCH,CH,CH(NH,)COOH
Homocisteina

serina

Vit. Bg
Cistationina B-sintase

HOOC- CH(NH}-CH,S- CH,CH,CH(NH)COOH

Cistationina

Vit. Bs

y-Cistationase

HOOC-CH(NH,)CH,SH + NH; + -aifa-Cetobutirato

Cisteina

Figura 1- Biotransformagfo da homocisteina (TIETZ Modificado).
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14- FATORES DETERMINANTES DO NIVEL PLASMATICO DA
HOMOCISTEINA

A hiperhomocisteinemia resulta de alteragbes genéticas ou adquiridas que

interferem no metabolismo da homocisteina ¢ & classificada como grave (> 100 pmol/l),
moderada (25 a 100 pmol/l) ou leve (16 a 24 pmol/l) (DE STEFANO et al, 1996).

1.4.1- Fatores que influenciam a homocisteina plasmatica

O aumento das concentragdes de homocisteina pode ser atribuido a uma
variedade de alteracbes, principalmente devido a defeitos genéticos das enzimas que estdo
envolvidas na biotransformaciio da homocisteina, bem como nas deficiéncias da vitamina
By, e do dcido folico. Niveis elevados de homocisteina nos tecidos podem ocasionar

reagdes citotoxicas (WALL et al.,, 1980).

Os niveis plasméticos de homocisteina aumentam apds a lesfo de tecidos,
devido a uma aceleracfio da reagfio de metilagio, formando a SAH, e consequentemente
aumentando os niveis de homocisteina (DUDMAN et al., 1999).

1.4.1.1- Defeitos genéticos
1.4.1.1.1- Mutaciio C677T no gene da MTHFR

A mutaciio C677T no gene da MTHFR tem sido descrito como um fator de
risco genético para hiperhomocisteinemia (FROSST et al., 1995). A redugdo de 50% da
atividade desta enzima em individuos homozigotos reduz a conversdo da homocisteina para
metionina (ERBE et al, 1986; GOYETTE et al., 1995), ¢ consequentemente OCOITe O

actimulo de homocisteina plasmética.
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Esta mutacéo de ponto substitui um C por um T na posigio 677, que converte

uma alanina para uma valina.

Em um estudo realizado por Motulsky (1996) foi observado que a prevaléncia
de homozigotos mutantes em uma populagdio caucasdide apresentavam valores entre 5 a

. 15%

Um estudo realizado no Hemocentro/lUNICAMP onde foi analisada a
prevaléncia do gen6tipo TT em uma populagdo brasileira, separando em grupos étnicos
(caucasdide, negréide e indio) foi de 10.3%, 1.45% e 1.2%, respectivamente (ARRUDA
et al., 1998).

A enzima MTHFR ¢é requerida para sintese de 5-metiltetrahidrofolato, que € a
forma circulatéria primaria do acido folico. Portanto, a redugéo da atividade desta enzima

est4 associada com concentragfo de acido folico diminuida (Rozen, 2000).

Um aumento do acido folico pode servir para estabilizar a enzima mutante e
permitir seu funcionamento normal. Recentes estudos tém demonstrado que o 4cido folico,
que ¢ cofator da enzima MTHFR, pode ter um efeito protetor, sobre a
hiperhomocisteinemia (GUENTHER et al., 1999).

1.4.1.1.2- Mutaciio A1298C no gene da MTHFR

A mutacio A1298C no gene da MTHFR € muito comum em duas populagdes,
canadenses e holandeses, com aproximadamente 10% de homozigotos mutantes
(WEISBERG et al, 1999; VAN DER PUT et al., 1998).

Fsta mutagdo substitui um A por um C na posiciio 1298, que converte um acido

glutidmico para uma alanina.

As mutacBes A1298C e C677T no gene da MTHFR raramente s&o observadas
no mesmo alelo, sugerindo que as duas mutagdes ocorrem independentemente. A

concentragio de homocisteina nfio parece se alterar, tanto em individuos heterozigotos ou
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homozigotos para a mutagdo A1298C no gene da MTHFR. Entretanto, individuos
heterozigotos para ambas as mutacdes C677T e Al298C no gene da MTHFR podem
apresentar hiperhomocisteinemia (WEISBERG et al., 1999, VAN DER PUT et al , 1998).

. 1.4.1.1.3- Mutacio A66G no geneda MTRR

A mutacio A66G no gene da MTRR substitui um A por um G na posigdo 66,

convertendo uma isoleucina para uma metionina.

A prevaléncia de homozigoto mutante para esta mutagdo € de 25 a 30% na
populagio canadense. Existem controvérsias na literatura em relagiio com a mutagdo A66G
no gene da MTRR e hiperhomocisteinemia (JACQUES et al,, 2003; GAUGHAN et al,
2001), mas estudos recentes mostraram um aumento no risco para formacdo de espinha
bifida (WILSON et al., 1999).

1.4.1.1.4- Mutacio na enzima cistationa P-sintase

Homozigose para a deficiéncia da CBS ¢ a principal causa de homocistinuria. A
homocistiniria consiste em um erro inato do metabolismo e com uma incidéncia na
populagdo de 1: 200.000 (TIETZ, 1986).

Defeitos homozigoticos na enzima CBS sfo caracteristicamente de heranca
autossémica recessiva, levando a homocistiniria (D’ANGELO et al, 1997). Defeitos
heterozigoticos da CBS sdo muito raros e estdo associados a uma hiperhomocisteinemia

moderada (BOERS et al., 1985).

1.4.1.2- Fatores adquiridos e ambientais

Os fatores adquiridos sdo a causa mais freqilente de hiperhomocisteinemia
como a deficiéncia de acido folico, vitamina B;, e Bs, idade avangada, insuficiéncia renal, e
alteracbes diversas, incluindo hipotireoidismo, diabete mellitus, neoplasias malignas, assim
como o uso de contraceptivos orais, metotrexato ¢ fenitoina (ANNICHINO-BIZZACCHI,
2001).
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Niveis elevados de homocisteina ocorrem em 95% dos pacientes que possuem
deficiéneia de acido folico ou vitamina Byz (KANG et al, 1987, STABLER et al, 1988;
UBBINK et al, 1993). A deficiéncia do écido folico leva a uma redugdo da N5-
metilenotetraidrofolato-transferase, necessaria para a remetilagdo da homocisteina a

metionina, levando conseqiientemente, a um aumento das concentragdes de homocisteina

A deficiéncia da vitamina Bg prejudica a fungfio das enzimas CBS e
y-cistationinase, promovendo uma falha no catabolismo da homocisteina via transulfuracgdo,

Jevando consequentemente a uma hiperhomocisteinemia por um mecanismo ainda ndc bem
esclarecido (CHU et al., 1998; UBBINK et al., 1993).

A variagio da concentragio plasmatica de homocisteina em adultos normais
esta bem estabelecida na literatura, assim como sua correlagdo com o genétipo TT da
enzima MTHFR (WANG et al., 1998). Contudo, ha poucos trabathos sobre a concentragdo
plasmatica de homocisteina em criancas (KANG et al, 1992) e poucos estudos que
correlacionam a homocisteina plasmatica com o gendtipo C677T no gene da MTHFR
(TONSTAD et al., 1996; SEIXAS et al., 2000) nessa faixa etana.

Uma vez que a hiperhomocisteinemia ¢ considerada como decorrente da
interagio de multiplos fatores, havendo interagdo entre 08 hereditarios, adquiridos e
ambientais, torna-se interessante a analise dos fatores hereditarios ja na infancia, numa fase
da vida em que muitos dos fatores de risco adquiridos e ambientais ainda ndo estdo

presentes.

Portanto, neste estudo correlacionamos as concentragles de homocisteina
plasmatica com as mutagdes C677T e A1298C no gene da MTHFR e A66G no gene da
MTRR em um grupo de criangas, assim como as concentragBes de acido folico e vitamina

Bia.
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2- OBJETIVOS




Os objetivos deste trabalho foram, em uma populagiio de criangas brasileiras

sem relato de patologias ou doengas:

o Determinar as concentracdes de homocisteina plasmatica, vitamina By,

dcido folico e os perfis hepético, renal e lipidico;

R Deteagrevaléncza das mutacdes C677T ¢ A1298C o gene da

MTHFR ¢ A66G no gene da MIRR;
e Correlacionar estas mutacBes com os parimetros bioquimicos analisados;

e Padronizar um valor de referéncia para a dosagem de homocisteina

plasmética para a populagio de criancas brasileiras.
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3- CASUISTICA
E
METODOS
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3.1- CASUISTICA E COLETA DAS AMOSTRAS

e Pelo calculo amostral obtido através da prevaléncia das mutagbes em
diversas populagdes (C677T-15%; A1298C-10% e A66G-30%) estimou-se

um B minimo de 225 amostras.

oA casuistica foi composta por criangas sem relato de patologias ou doengas

atendidas no Hc_ospitai das Cinicas, da Unicamp, e no Posto de Satide de

Adamantina-SP, apés um convite e aceitamento para participarem do estudo.

¢ Os acompanhantes responderam a um questionario, onde avaliamos a
histéria pregressa da crianga, medicamentos em uso, bem como a presenca
de qualquer patologia atual (Anexo 1). Nenhuma crianca incluida neste
estudo apresentava sintomas de doengas ¢ nenhuma histéria de deficiéncia
alimentar.

e Foram excluidas as criangas que estavam recebendo alguma medicag8o,
assim como aquelas portadoras de doenca renal, hepatica, diabetes,
neoplasia, sindrome convulsiva e hipotiroidismo. Foram tambem exchuidas

criangas com idade superior a 8 anos.

¢ Apds assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2), o
sangue foi colhido pela manhé, com as criancas em repouso ¢ em jejum de 8
a 12h. Foram coletadas 16 ml de sangue, em 4 tubos Vacutainer®, sendo 2
com EDTA a 7% como anticoagulante e 2 que ndo continha anticoagulante.
Um tubo que nfio continha anticoagulante foi protegido da luz com papel
laminado, sendo utilizado para quantificaggio de 4cido folico e vitamina Biz.
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3.2- DETERMINACAO DE HOMOCISTEINA PLASMATICA

Para a anilise de homocisteina foram colhidos 4 m! de sangue em um tubo
contendo EDTA a 7%, e rapidamente o material foi centrifugado durante 5 minutos a 1.000
x g a 4°C. Uma aliquota do plasma (+ 1,5 ml) foi armazenada a -80°C.

A dosagem de homocisteina foi realizada pelo método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e convalidada pelo método de Espectrometria de
Massas por introdugio via membrana (MIMS). A técnica MIMS consiste de uma
membrana semipermeavel, cuja fungio ¢ de interface entre a solugho aquosa € o vacuo do
espectrometro de massas (CISPER et al., 1996; HADDAD et al.,2001).

Em nosso laboratério foram determinados valores de referéncia para
homocisteina em criangas com idade de 1 a 8 anos. Este valor foi obtido baseado na analise
de 102 amostras de criancas sem relato de qualquer patologias ou doengas que fossem
essenciais a mutagiio C677T no gene da MTHFR (grupo controle). Os valores de referéncia

encontrados para estas criancas foram de 4 a 12 pmoV/l.

3.2.1- Preparacio da amostra para a apdlise de homocisteina pelo método de

espectrometria de massa

Para a determinacéio total de homocisteina, uma parte do plasma (1,0 ml) foi
tratado com 100 pl de solug@o de EDTA (saturada) e 250 pl de solugfo de DTT 1,0 mM
durante 30 minutos 4 36°C, para reduzir os tidis e desacoplar a homocisteina da proteina
presente no plasma. Adicionou-se a esta mistura de reagentes 1,0 m! de uma soluggo de
4cido tricloroacético a 5%. Agitou-se vigorosarnente em um agitador de tubos (vortex) para
que houvesse a desproteinizagio completa da amostra. Apés todas estas etapas esta amostra

foi centrifugada a 3.000 rpm por 15 minutos, em temperatura ambiente.

Casuistica ¢ Métodos

33



3.2.2- Procedimento de derivatizacio da homocisteina

Apés o tratamento da amostra, 1,5 ml de sobrenadante foi separado, e entdo
adicionados 100 pl de uma solugiio de agua-etanol-piridina (60:32:8), previamente
preparada, € 25 pl de cloroformiato de etila (agente derivatizante) e homogeneizado em
frasco de 3,0 ml com tampa. Nesta etapa ocorre liberagio de dioxido de carbono(CO:). No
procedimento de derivatizago, uma molécula polar (homocisteina) foi transformada em
um éster (apolar), possibilitando assim, a leitura das concentragdes desejadas pelo método

de espectrometria de massa.

Para realizagio da curva de analitica, foi preparada uma soluggo estoque padréo
de homocisteina em agua na concentragio de 500 ul. Esta solugfo foi tratada e derivatizada

da mesma forma que a amostra.

Apos as etapas de tratamento e derivatizagio, a curva foi construida através de
sucessivas diluicdes da solugio estoque em é4gua destilada (Figura 2). Esta solugfio deve ser
preparada diariamente devido 2 falta de estabilidade do produto de derivatizagdo.
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Figura 2- (a) Curva analitica obtida através dos valores da intensidade absoluta pela

concentracdo de homocisteina.
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3.2.3- Quantificacio da homocisteina

A escolha do ion para a realizagdo do monitoramento da anélise quantitativa da
homocisteina foi o de m/z 234, pois apesar do pico de m/z 175 ser mais intenso, 0 mesmo
esta presente em uma regifio onde os fragmentos apresentam menor seletividade podendo
também haver interferéncia de cisteina que apresenta também este fragmento. A escolha do

ion m/z 175 poderia levar a um resultado nfo confidvel pela sobreposicio dos sinais destes

dois compostos (Figura 3).
175
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Figura 3- Espectro de massa obtido em Espectrometria de Massa da

homocisteina derivatizada.
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3.3- EXTRACAO DE DNA DE SANGUE PERIFERICO

Para extracio do DNA foram coletados 4 ml de sangue periférico em um tubo
contendo EDTA a 7%.

Ap6s uma centrifugacdo por 10 minutos a 2500rpm e a 4°C, o sobrenadante foi

desprezado. Ao precipitado foram adicionados 5 volumes de NH4Cl 144 mM e 1/2 volume
de NHHCO; 10 mM, sendo misturados por inversdo, para lisar as hemaceas.
Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm duran.te. 20 .m.inutc.)s.. O
sobrenadante foi descartado e ao sedimento obtido adicionou-se 5 ml de tampio TKM1
(Tris-HCI 10 mM, pH 7,6 KC1 10 mM, MgCl, 10 mM, EDTA 0,2mM) e 125 ul de Triton-
X10 (Sigma). Apoés uma segunda centrifugagiio o sobrenadante foi descartado e o
sedimento lavado com 5 mi de tampdo TKM 1 e centrifugado novamente. O sedimento
obtido foi ressuspendido ern 0.8 ml de tampgo TKM?2 ( NaCl 400 mM, KC1 10 mM, pH7.6,
MgCl 10 mM) e 50 pl de SDS a 10% (dodecil sulfato de sddio), para que houvesse a lise
dos leucocitos. A mistura dos reagentes foi incubada em banho-maria a 55°C durante 20
minutos. Apds esse periodo foram acrescentados 300 ul de NaCl SM ¢ homogeneizados por
inversiio com a finalidade de precipitar as proteinas. Centrifugou-se novamente durante 10

minutos a 12.000 rpm.

O sobrenadante recolhido contendo o DNA foi submetido 4 extragfio através da
adigio de 500 pl de cloroformio/alcool isoamilico na proporco 24:1 (v/v) e adicionados
500 pl de fenol bidestilado saturado com TrissHCL pH 8.0, seguida de centrifugagdo
durante 5 minutos a 12.000 rpm. Este procedimento foi repetido apos adicionarmos 1 ml de
clorofSrmio/alcool isoamilico. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo contendo 2
volumes de etanol a 100% a 0.2 volumes de acetato de sodio 3 M para precipitacdio do
DNA. Incubou-se a mistura de reagdio durante aproximadamente 2 horas a uma temperatura
de 20°C e centrifugou-se a 12.000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e
o precipitado foi lavado com 1 ml de etanol resfriado a 70% e uma outra centrifugacio foi
realizada. Descartou-se o sobrenadante e o DNA precipitado foi deixado em temperatura
ambiente para que fosse secado. Depois de seco, o DNA foi ressuspendido em uma
quantidade apropriada de tampdo TE ( Tris-HCl 10 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM) que
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SRR

permaneceu durante 16 horas sob refrigeracio (4°C) para sua total dissolugfio. As medidas
das concentracbes do DNA obtido foram realizadas em um espectrofotdmetro UV/Vis,
sendo as amostras colocadas em uma cubeta de quartzo de um centimetro de caminho 6tico

¢ as leituras feitas a 260 nin, utilizando como branco da reagfo a solugfo de tampéio TE.

3.4- ESTUDO DA MUTACAO C677T NO GENE DA MTHFR

Apés a extragdo do DNA, foi utilizada a técnica de amplificagfio pela PCR,
segundo o procedimento descrito por Saiki et al. (1989).

A amplificagio do DNA genbmico para a identificacio da mutagio C677T no
gene da MTHFR (ARRUDA et al, 1997) foi realizada pelo aparclho ciclador de
temperatura (Perkin Elmer-Cetus, Cetus Corp, Boston, MA, USA) a partir da reagfo com
0.5 pg de DNA gendmico, 2 mM de MgCl, 20 mM Tris-HCI, 50 mM de KCl, 0,33 mM de
dNTP (mistura de dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 0,1 pmol de cada primer [sense
(5°- TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3") e anti-sense
(5- AGGACGGTGCGGTGAAGATG-3")] e duas unidades de Taq polimerase
(Invitrogen).

Os parametros da PCR utilizados foram os seguintes: desnaturacfio micial com
duraciio de 5 minutos a 94°C, seguidos por 35 ciclos com 1 minuto de desnaturagiio do
DNA a 94°C, 1 minuto para anelamento dos primers a 60°C, 1 minuto para extensio do
DNA complementar a 72°C por acio da Taq polimerase e uma extensio final de 7 minutos
a 72°C.

Subsequentemente, 8 ul do produto amplificado de 198 pb foram digeridos
utilizando-se 3 U de Hinf I (BioLabs) ¢ uma solugdo contendo 5 mM de KCl, 1 mM de
Tris-HCl (pH = 7.4), 0,01 mM EDTA, 0,1 mM DTT, 20 pg/ml de BSA e 0.05 % de
glicerol, com durag@io de 12 horas, em banho-maria a 37°C. A presenga da mutagfo, no

ponto estudado, ¢ reconhecida pela enzima, ocorrendo clivagem deste ponto.
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Apbs a digestdo do produto amplificado, na presenca do alelo mutante (1) no
ponto 677, observou-se um fragmento de 175pb através de eletroforese em gel de agarose a
2%. O fragmento menor de 23pb & perdido no decorrer do processo de eletroforese. Quando
o alelo normal (C) esta presente ndo ba clivagem do sitio pela enzima e o fragmento é de

198pb. A presenga dos dois fragmentos € verificada nos individuos heterozigotos
* (Figura. 4).

188pb
175pb

Marcador CC CT 1T CT T cC cC
Molecular

Figura 4- Digestio da Mutagdo C677T no gene da MTHFR

CC = Homozigoto normal
CT = Heterozigoto

TT = Homozigoto mutante
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3.5- ESTUDO DA MUTACAO A1298C NO GENE DA MTHFR

A amplificagio do DNA gendmico para identificagdo da mutagio A1298C no
gene da MTHFR (BROWN et al., 2000) foi realizada pelo aparelho ciclador de temperatura
(Perkin Elmer-Cetus, Cetus Corp, Boston, MA, USA) a partir da reagdo com 0.5 pg de

DNA gendémico, 2 mM de MgCh, 20 mM Tris-HCL, 50 mM de KCl, 0,33 mM de dNTP

(mistura de dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 0.1 pmol de cada primer [sense
(5- . ATGTGGGGGGAGGAGCTGAC = -3) e anti-sense
(5’- CACTTCCCAACCAAAATTCTTCAAAG -3°)] e uma unidade de Taq polimerase
(Invitrogen).

Os parametros da PCR utilizados foram os seguintes: desnaturagfo inicial com
duragiio de 5 minutos a 94°C, seguidos por 35 ciclos com 1 minuto de desnaturagdo do
DNA a 94°C, 1 minuto para anelamento dos primers a 60°C, 1 minuto para extens3o do
DNA complementar a 72°C por agio da Taq polimerase e uma extensio final de 7 minutos
a 72°C.

Subsequentemente, 3 pl do produto amplificado de 240 pb foram digeridos
utilizando-se 1.5 U de Mbo II (BioLabs) e uma solugfio contendo 5 mM de KCl, 1 mM de
Tris-HCl (pH = 7.4), 0,01 mM EDTA, 0,1 mM DTT, 20 pg/ml de BSA e 0.05 % de

glicerol, com duragéo de 12 horas, em banho-maria a 37°C.

Apbs a digestfio do produto amplificado, na presenga do alelo mutante (C) no
ponto 1298, observou-se um fragmento de 240 pb através de eletroforese em gel de agarose
a 2%. Quando o alelo normal (A) estd presente ha clivagem do sitio pela enzima ¢ o
fragmento & de 215pb. O fragmento menor de 25pb ¢ perdido no decorrer do processo de

eletroforese. A presenga dos dois fragmentos é verificada no individuo heterozigoto

(Fig. 5).
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240pb

. =" |+ S

Marcador A AA AC AC cC cc
Molecular

Figura 5- Digestio da mutagdo A1298C no gene da MTHFR

AA = Homozigoto normal
AC = Heterozigoto

CC = Homozigoto mutante

3.6- ESTUDO DA MUTACAO A66G NO GENE DA MTRR

A amplificagio do DNA gendmico para identificaciio da mutagio A66G no
gene da MTRR (WEISBERG et al, 1998) foi realizada pelo aparelho ciclador de
temperatura (Perkin Elmer-Cetus, Cetus Corp, Boston, MA, USA) a partir da reagio com
0.5 ug de DNA gendmico, 2 mM de MgCl, 20 mM Tris-HCY, 50 mM de KCL, 0,33 mM de
dNTP (mistura de dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 0,2 pmoles de cada primer [sense
(5°- CAGGCAAAGGCCATCGCAGAAGAQAT -3} e anti-sense
(5°- CACTTCCCAACCAAAATTCTTCAAAG -3")] e uma unidade de Taq po]jmérase

(Invitrogen).

Os parametros da PCR utilizados foram os seguintes: desnaturagdo inicial com
duragio de 5 minutos a 94°C, seguidos por 35 ciclos com 1 minuto de desnaturagiio do

DNA a 94°C, 1 minuto para anelamento dos primers a 55°C, 1 minuto para extensdo do
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DNA complementar a 72°C por agéo da Taq polimerase e uma extensdo final de 7 minutos

a 72°C.

Subsequentemente, 4 ul do produto amplificado de 150 pb foram digeridos
utilizando-se 6 U de Nde I (BioLabs) e uma solugfio contendo 5 mM de NaCl, 1 mM de

glicerol, com duragdo de 12 horas, em banho-maria a 37°C.

Apbs a digestdo do produto amplificado, na presenca do alelo mutante (G) no
ponto 66, observou-se um fragmento de 123pb € observado através de eletroforese em gel
de agarose a 2%. O fragmento menor de 27pb é perdido no decorrer do processo de
cletroforese. Quando o alelo normal (A) esta presente ndo ha clivagem do sitio pela enzima
¢ o fragmento é de 150pb. A presenca dos dois fragmentos & verificada no individuo

heterozigoto (Fig. 6).

Marcador AA AG AG GG AG GG AA AA
Molecular

Figura 6- Digestfio da mutagdo A66G no gene da MTRR

AA = Homozigoto normal
AC = Heterozigoto

CC = Homozigoto mutante
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3.7- DETERMINACAO DE ACIDO FOLICO

Para determinagfio do acido folico foi coletado sangue em tubo seco, sendo este
tubo vedado com papel laminado (para protecio da luz). O valor de referéncia do acido
folico no Laboratério de Fisiologia (HC-UNICAMP) é de 3,2 a2 9 ng/ml, tanto para criangas

como para adultos.

A anilise do folato foi realizada pela técnica quantitativa de
eletroqﬁinﬁoiunﬁﬁescéncia,' através do Kit Elecsys® Folato Imunoensaio (Roche,
Mannheim, Germany).

3.8- DETERMINACAO DE VITAMINA By,

Para determinagfio de vitamina By, foi coletado sangue em tubo seco, sendo
este tubo vedado com papel laminado (para prote¢do da luz). O valor de referéncia da
vitamina Bi; no Laboratério de Fisiologia (HC-UNICAMP) é de 202 a 900 pg/ml, tanto

para criangas como para adultos.

A andlise de By, foi realizada pela técnica quantitativa de
eletroquimioluminescéncia, através do Kit Elecsys® B> Imunoensaio (Roche, Mannheim,

Germany).
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3.9. DETERMINACAO DO PERFIL HEPATICO, RENALE LIPIDICO
Andlises bioquimicas complementares foram realizadas conforme tabela 1.

Tabela 1- Metodologias utilizadas na realizagiio dos perfis hepético, renal e lipidico

Perfil Exame Métode
Fosfatase Alcalina Cinético Colorimétrico
 Aspartato amino transferase (AST) Cinético sem Piridoxal
. Fosfato
Hepatico Aspartato alaninoamino transferase (ALT) Cinético sem Piridoxal
Fosfato
& glutamil transferase (6 -GT) Cinético Colorimétrico
Uréia Cingtico, Urease
Renal Creatinina Cinético Colorimétrico, Jaffé
Triglicérides Enzimdtico Colorimétrico
Colesterol Enzimdtico Colorimétrico
Lipidico HDIL (Hight density lipoprotein) Enzimdtico Colorimétrico
LDL (Low density lipoprotein) Enzimdtico Colorimétrico
VLDL (Vere low density lipoprotein} Equagdo de Friedwald

3.10- ANALISE ESTATISTICA

No presente trabalho, inicialmente aplicamos a analise descritiva através de
tabelas de frequéncias para varidveis categéricas e medidas de posicio e dispersdo para

varigveis continuas.

O teste de Mann-Whitney foi realizado para comparacio de varidveis continuas
entre dois grupos € o teste de Kruskal-Wallis, entre trés grupos.

A identificagdio dos fatores que influenciaram na concentrago de homocisteina
plasmética foi realizada por dois tipos de andlises:

Casuistica ¢ Métodos
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o Anglise de regressio linear, onde a varidvel resposta foi a homocisteina € 0s
fatores explorados foram: vitamina Bia, acido folico, mutacio C677T e
A1298C no gene da MTHFR e A66G no gene da MTRR, uréia, creatinina,
colesterol, HDL, LDL, VLDL, triglicérides, AST, ALT, fosfatase alcalina,
GGT. O sexo ( masculino e feminino) e a idade (grupo de 1 a 4 anos e grupo

4 arios) foram utiliza
linear as varidveis tiveram que ser transformadas, pois ndo apresentavaml
 distribuicdo normal. As transformagbes empregadas foram: homocisteina,
4cido folico, colesterol, triglicérides, ALT e fosfatase alcalina: logaritmica;
vitamina By, uréia, LDL: raiz quadrada; creatinina; inversa € VLDL:
inversa da raiz quadrada. Apos as transformagdes especificas as varidveis
apresentaram distribuicio normal (teste de Shapiro-Wilk > 0.05).

e Anilise de regressio logistica multivariada, classificando a varidvel

homocisteina em <10 e > ou = 10 (valor do percentil 75).

No estudo dos haplotipos, foi realizado o test t-Student para verificar se existe
diferenca significativa entre as médias de vitamina B, 4cido folico e homocisteina.

Foi determinado o equilibrio de Hardy-Weinberg para as mutacbes C677T e
A1298C no gene da MTHFR e A66G no gepe da MTRR.

O nivel de significAncia empregado ¢ de 5%.

Casuistica e Métodos
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O grupo estudado foi composto por 220 criangas, 130 do sexo feminino e 90 do
sexo masculino, com idade variando de 1 a 8 anos (idade média de 4.82 anos). O periodo de
recrutamento foi de outubro de 2001 a maio de 2002. Todas as criancas incluidas nfo
estavam fazendo uso de qualquer medicagiio e nfio apresentavam relatos de patologias ou

doenca.

polimorfismo analisado. A mutagho C677T ¢ A1298C no gene da MTHIR estdo em
equilibrio de Hardy-Weimberg, 0 mesmo ndo se verificando para a mutagiio A66G no gene

da MTRR.

A prevaléncia de homozigotos para as mutagbes C677T ¢ A1298C no gene de
MTHFR, e A66G no gene da MTRR foi 9.5%, 5.5% e 15%, respectivamente (tabela 2).
Nio se observou nenhuma crianga homozigota para ambas as mutages C6771 e A1298C
no gene da MTHFR, e apenas um caso de homozigose para a mutagiio C677T e de

heterozigose para a mutagdio A1298C no gene da MTHER foi verificado.

A tabela 3 mostra a prevaléncia dos haplotipos para as mutagdes C677T ¢
A1298C no gene da MTHFR e A66G no gene da MTRR. Os haplotipos mais prevalentes
quando combinadas as trés mutagdes foram: CTAAAG (20.91%); CCACAG (15.45%);
CCAAAG (13.18%), e CTACAG (11.82%).

Tabela 2- Prevaléncia das mutagdes C677T e A1298C no gene da MTHFR e da mutagdo
A66G no gene da MTRR

Frequéncia Equilibrio de Hardy-

Polimorfismos Prevaléncia alélica Weinberg
TT =21(9.5%)
C677T CT = 97 (44%) T=31.6% P = 0.766
MTHFR CC = 102 (46.5%) C=684%
CC=12(5.5%)
A1298C AC =83 (37.5%) C=243% P=0.711
MTHFR AA = 125 (57%) A=T57%
GG =33 (15%)
A66G AG =158 (72%) G=50.1% P <0.001
MTRR A=49.9%

AA = 29 (13%)
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Tabela 3- Concentracdes de homocisteina, vitamina By, 4cido folico e os haplétipos das

mutagdes C677T e A1298C no gene da MTHER e da mutagio A66G no gene da MTRR

Haplétipo Prevaléncia (%) Homocisteina  Vitamina By Acido Folico
C677T-A1298C-A66G wmol/l pg/ml ng/mi
LA 8.(3.64) 2.2144.30 8634296 L3 T7381.84
CCAANG 29 (13.18) 8.72£5.72 7784240 5.56:£2.37
CLAM ; g | 8 t3.64) 8.64.,%.2..17 873£219 6.38£3.22
CCACAA 4{1.82) 0.07+2,14 633+£156 5.83+L.76
COACAD 34 (15.45) 8.20+2.56 9304351 6.64+3.36
ccac 7(3.18) 6.11£2.62 1123+474 7.83+5.40
TCCCAG 9 (4.09) 0.87+4.68 8034300 4.80+£2.36
COCC 3(1.36) 8.946.82 650::494 6.23%1.47
CTAA 4(1.82) 8.943.34 7794217 5178224
LTAAS 46 (20.91) 8.23£2.95 831306 3.6012.60
CTAAGE 10 (4.55) 8.9842.07 880+355 5.04+2.14
CTACAS 7(3.18) 7.3542.18 7234243 5.45+£2.77
CTACA 26 (11.82) 8.07+1.87 9394335 5.49+3.36
CTACK 4(1.82) 9.7543.99 7971304 5.09+1.99
TTAA 6(2.73) 10.244.46 10312408 4.65+3.04
TTAAA 13 (5.91) 9.29:3.18 2014418 4734278
TTAALC 1 (0.45)
TTACS 1 {0.45)

Valores de média + desvio padrie
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A tabela 4 apresenta a média da concentragiio de homocisteina, acido folico e
vitamina By, de acordo com cada um dos polimorfismos. As médias das concentra¢Bes de
homocisteina, acido folico e vitamina B12 estavam dentro dos valores de referéncia em
todos os grupos analisados. Apenas a mutagdo C677T no gene da MTHFR teve relagio

com as concentraghes de acido folico (p=0.047), que estava diminuido nas criangas com

genotipo 1T em relacdo 4 CT e CC.

A tabela 5 apresenta a média da concentragio de homocisteina, acido folico e
vitamina By, de acordo com os genotipos da mutagio C677T em associagdo com A1298C
ou C677T com A66G. Foram encontrados 37 (17%) casos de heterozigose para ambas as
mutagdes C677T e Al298C. Nos nossos resultados a média da concentragio de

homocisteina estava dentro dos valores de referéncia.

Tabela 4 Concentracio de homocisteina, acido folico e vitamina Bi; para as mutag0es

C677T e A1298C no gene da MTHFR e da mutagiio A66G no gene da MTRR

Homocisteina Acide Félico Vitamina By,
(pmol/h) (ng/mi) (pg/mi)
C677T CC (0=102) 8.45+4.07 5.96+3.08 8594322
MTHFR CT (0=97) 8.29:2.61 5.47+2.71 8552311
TT (n=21) 9.614+3.43 4.6742.64 9384387
A1298C AA (n=125) 8.63%3.82 5314253 8434302
MTHFR AC (n=83) 8.1142.5 6.14+3.4 9114347
CC (n=12) 9.6+4.98 5.1542.20 7654339
A66G AA (n=29) 8.643.43 4.83+2.37 821297
MTRR AG (n=158) 8.5143.53 5.68:+2.89 8654320
GG (n=33) 8.2713.16 6.08+3.25 8994365
Valores de média + desvio padrio
Resultados
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Tabela 5- Concentracio de homocisteina, acido folico e vitamina By, para a mutagdo

C677T em associacdo com A1298C no gene da MTHFR ou A66G no gene da MTRR

C677T Yo Homocisteina Acido félico Vitamina B2
MTHFR (umol/1) (ng/mi) (pg/ml)
Al298C AC 0.45
MTHFR n=1)
TT AA 9 9.42+3.44 4.6842.71 9353398
{n=21) (n=20)
AA 2.72 10.2+4.46 4.6543.04 10311408
A66G (n=6)
MTRR AG 6.36 9.57+3.19 4.7142.67 908+401
(n=14)
GG 0.45
@®=1)
Al1298C AC 16.81 8.1412.25 5.4413.08 8834322
MTHFR n=37)
cT AA 27.27 8.38+2.82 5.4812.48 8371306
(n=97) (n=60)
AA 5 7.86+2.52 5.35£2.47 7434224
Ab66G {n=11)
MTRR AG 32.72 8.1742.60 5.56:+2.87 8704318
(n=72)
GG 6.36 9.24+2.68 5.0542.02 8634333
(n=14)
AC 20.45 7.9812.63 6.7543.59 9344372
Al1298C (n=453)
cC MTHFR AA 20.45 2.6+4.95 5.3642.52 8094243
(®=102) (n=45)
CcC 5435 9.6:+4.98 5.1512.20 7654339
(n=12)
AA 5.45 8.5:+3.63 4.4312.02 786268
A66G (n=12)
MTRR AG 32.72 8.64+4.32 5.95£2.94 864+309
{n=72)
GG 8.18 7.7£3.43 7.0443.88 8894411
(n=18)

Valores da média + desvio padrio
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Quando as mutagdes C677T e A1298C no gene da MTHFR ¢ A66G no gene da
MTRR foram associadas com idade e sexo das criangas, a andlise da prevaléneia nfo

mostrou diferenca estatisticamente significativa.

Com o objetivo de avaliar se haveria diferenga na concentragiio de cido folico,

vitamina Bj,, homocisteina e a associagio com as mutagdes estudadas entre criangas mais

jovens e mais velhas, as mesmas foram divididas em dois grupos etarios: de 1 a 4 anos ou

acima de 4 anos.

Verificou-se diferenca quanto a idade apenas em relagio aos valores obtidos do
acido folico.

A tabela 6 apresenta a distribuigiio dos gen6tipos da mutagdio C677T no gene da
MTHER de acordo com a idade das criangas e sua relacio com 4cido folico. As criangas
com genoétipo CT e com idade de 1-4 anos apresentaram concentragio de 4acido folico mais

elevada quando comparada ac grupo com genotipo TT e idade > 4 anos (p = 0.05).

Quando correlacionamos as concentragdes de acido folico com as outras

mutacdes nio encontramos diferenca estatisticamente significante.

Tabela 6- Anslise descritiva e comparagiio do 4cido folico entre as categorias de C677T

associado 4 idade

C6T7T e N Média DrP Min Mediana Mix p-valor*
idade
cC 42 6.51 4.03 1.65 537 20.00
i-4 anos
CC 58 5.59 2.13 1.49 333 11.72
>4 anos
Ct 41 6.12 3.45 1.88 515 20.60 N
14 anos
CT 56 4.99 1.91 2.05 4.83 10.91
>4 anos )8 0.05
TT 9 5.50 3.29 197 420 12.10
1-4 anos
TT 12 4,05 1.96 1.89 337 8.53 7
>4 anos

* teste de Kruskal-Wallis
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Para se comparar as concentragdes de homocisteina, 4cido folico ¢ vitamina B,
entre os diferentes haplotipos, quando o niimero de criancas com um determinado haplétipo
era pequeno, dois grupos de haplétipos com diferenga em apenas um genotipo foram
agrupados. A concentragio de homocisteina estava significativamente diminuida no grupo
com haplotipo CCACAG quando comparado ao grupo com haplotipos TTAAAG ¢

"TTAAAA (p=0.019). A comparagio da concentragfio de 4cido folico ¢ vitamina B2 entre
esses dois grupos revelou que o 4cido folico estava significativamente diminuido no grupo
com maior concentragdo de homocistefna. '

Verificou-se também concentragio  significativamente  diminuida de
homocisteina nos portadores do haplétipo CCACGG quando comparado 2o0s haplétipos
com TTAAAG e TTAAAA (p=0.019) ou TTAAAG (p=0.03). Nestes grupos ndo houve

diferenca estatisticamente significativa nas concentragoes de acido folico e vitamina By;.

A concentragio de dcido folico estava significativamente diminuida nos
portadores do haplétipo CCAAAA quando comparados aqueles com haplétipos CCAAAG
(p=0.03), CCACAG (p=0.003), ou CTAAAG (p=0.02).

A concentracio de vitamina By, estava significativamente diminuida no grupo
com haplétipo CCAAAG apenas quando comparado ao grupo com haplétipo CCACAG
(p=0.01), CCACGG (p=0.03), ou CTACAG (p=0.01) e TTAAAA com TTAAAG
(p=0.025); ou criangas com haplétipo CCCCGG quando comparadas aquelas com
haplétipo CCACGG (p<0.01).

Utilizando um modelo de regressio logistica multivariada para identificar os
fatores que influenciam a concentragio de homocisteina, classificando a varidvel
homocisteina em <10 e >10 (valor do percentil 75), obtivemos os seguintes resultados:
quanto menor o valor de 4cido folico maior o risco de ter homocisteina >10. Portanto este

foi o tmico fator de risco independente.

A dosagem da homocisteina revelou concentragbes significativamente mais
elevadas nas criancas do sexo masculino (p=0.05) em relagdo as criancas as do sexo
feminino, e no grupo com idade superior a 4 anos (p=0.05) em relagfo aquelas com idade

entre 1 a 4 anos.
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A tabela 7 apresenta a média de vitamina By, acido folico, homocisteina, AST,
ALT, GGT, fosfatase alcalina, colesterol, triglicérides, LDL, VLDL, HDL, uréia e

creatinina na populagio de criangas. Em todas as variaveis citadas acima, a média estava

dentro do valor de referéncia.

Tabela 7- Concentragio de vitamina By», 4cido félico, homocisteina, AST, ALT GGT,
fosfatase alcalina, colesterol, triglicérides, LDL, VLDL, HDL, uréia e creatinina

Média (DP)
Homocisteina (umol/T) 8.48+3.45
Acido félico (ng/ml) 5.6142.89
Vitamina B, (pg/ml}) 864.83+323.41
AST (U/L) 30.56.74
ALT (U/L) 14.14+6.14
GGT (U/L) 14.4346.42
Fosfatase alcalina (U/1.) 600.5+148.5
Colesterol (mg/dl) 16.1427.8
Triglicérides (mg/dl) 73.6129.47
HDL (mg/dl) 45.5+10.3
VLDL (mg/dl} 14.71£5.87
LDL (mg/dD) 99.27425.11
Uréia (mg/dl} 24.51£5.96
Creatinina (mg/dl) 0.6540.09

Valores da média + desvio padrio
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Desde a identificaciio de hiperhomocisteinemia como um fator de risco para
trombose, a identificagio dos fatores adquiridos ¢ genéticos que aumentam as

concentracdes de homocisteina ¢ importante para prevencao e tratamento desta condigéo.

Muitos estudos foram realizados em populagio de adultos, e alguns deles
" demonstraram a associagdo entre o aumento das concentragdes de homocisteina plasmatica
¢ a mutacio C677T (WANG et al,, 1998) no gene da MTHFR, assxm como. da assocmgéo |
da dupla heterozigose para as mutagSes C677T e A1298C no gene da MTHFR. Uma
importante observagio ¢ que esta associaciio esta relacionada com a concentragdo
diminuida de 4cido folico. Fatores adquiridos e ambientais como tabagismo, sedentarismo,
hipertensdo arterial, medicamentos, cafeina e algumas doengas sistémicas como doenca

renal cronica e outras, também tém grande influéncia nas concentragdes de homocisteina.

Estes achados demonstram a relevincia de se analisar um grupo pedidtrico,
onde os fatores adquiridos ¢ ambientais devem ter menor influéncia, possibilitando a
avaliagdo do verdadeiro papel do fator genético sobre as concentragdo de homocisteina
plasmatica.

Contudo, apenas trés estudos investigaram a relagdio entre as concentragdes de
homocisteina e a mutacio C677T no gene da MTHFR em criancas (MAINOU et al., 2002;
DALMAU et al., 2002; BALASA et al., 1999). Dois estudos avaliaram criancas € jovens
com idade variando de 2 a 18 anos, e observaram que a concentracdo de homocisteina
estava significativamente elevada em criangas com o gendtipo TT, e também apresentavam
uma relacfio inversa com as concentragbes de acido folico (MAINOU et al, 2002;
DALMAU et al, 2002). O outro estudo nfio mostrou relagdo do gendtipo TT para a
mutacio C677T no gene da MTHER com as concentracdes de homocisteina nas criancas,

mas este estudo nfio avaliou a concentragio de &cido folico (BALASA et al., 1999).

Nosso estudo é o primeiro que avaliou as concentragdes de homocisteina num
grupo representativo de 220 criancas, € sua associagio com as mutagdes C677T e A1298C
no gene da MTHFR e A66G no gene da MTRR, incluindo a dosagem de 4cido folico e

vitamina Bia.
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Estudos realizados na populagfio brasileira, incluindo uma andlise realizada no
Hemocentro/Unicamp, verificou uma prevaléncia de individuos homozigotos para a
mutacio C677T no gene da MTHFR de 5-15% na populagdo geral (ARRUDA et al,, 1998).
No nosso estudo obtivemos uma prevaléncia de 9.5% de criangas homozigotas para a

mutagdo C677T, portanto dentro do esperado.

A prevaléncia de homozigotos para a mutagéo A1298C no gene da MTHFR foi
de 5.5%, portanto menor que a descrita de 8.1% entre judeus e 8.8% enire caucasianos.
Entretanto, quando comparado com a prevaléncia entre hispanicos (4.2%) e africanos
(2.1%), a prevaléncia foi maior na nossa populagio (RANDY et al, 2002). A alta
miscigenagfio da nossa populago pode ser responsavel por este achado.

Quando analisamos a prevaléncia dos homozigotos para a mutagdo A66G no
gene da MTRR verificamos uma prevaiéncia de 15% contra 19% entre judeus, 29.6% entre
caucasianos, 7.3% entre hispanicos e 10.3% entre africanos (RANDY et al., 2002). A
miscigenagio da nossa populacio pode explicar este resuitado.

Nenhuma crianga apresentou hiperhomocisteinemia, ¢ todos o0s pardmetros
analisados incluindo vitamina Bjs, acido félico, perfil renal, hepdtico e lipidico estavam

dentro dos valores de referéncia.

Quando analisamos apenas a mutagio C677T no gene da MTHFR e sua relagio
com a homocisteina, ndo verificamos aumento da concentragdo de homocisteina nas
criangas com gendtipo TT. Estes resultados podem ser explicados devido a concentragio de

acido folico estar dentro dos valores de referéncia em todas as criangas analisadas.

Apesar de estarem dentro dos valores de referéncia as criangas que
apresentaram o genétipo TT tiveram concentragdes de acido folico mais baixos do que as
criangas com o genétipo CC e CT (p = 0.047). Assim nossos resultados sugerem que a
mutacdo C677T no gene da MTHFR no ¢ um fator de risco para hiperhomocisteinemia

durante a nfincia.

A mutacio A1298C no gene da MTHFR, raramenie ocorre simultaneamente
com a mutacio C677T no gene da MTHFR, o que sugere que as duas mutagGes ocorrem

independentemente. A mutagdio A1298C ndo parece alterar a concentragdo de homocisteina

Discuss@o

56



plasmatica, embora individuos heterozigotos para as duas mutacBes possam apresentar
risco de hiperhomocisteinemia (VAN DER PUT et al, 1998), especialmente quando

associado com baixas concentragdes de acido folico.

Foi encontrado apenas uma crianga (0.48%) homozigota para a mutacdo C677T
e heterozigota para a mutagdo A1298C, e trinta ¢ sete criangas (17%) heterozigotas para
ambas as mﬁta:;ées; Entretanto, em contraste a0 observado em adultos, a heterozigose para.
ambas as mutagdes (C677T e Al298C) ndo mostrou aumento nas concentracBes de
homocisteina plasmatica quando comparada a outros grupos. Estes resultados
adiciopalmente sugerem que o fator genético por si sO nfo esta associado com as

concentragdes de homocisteina plasmatica.

A mutagio A66G no gene da MTRR esta relacionada com aumento do risco de
espinha bifida em homozigotos mutantes. No entanto, ndo existe consenso da contribuicdo
do genétipo GG para aumento na concentrago de homocisteina plasmatica, independente
da vitamina By, acido folico e vitamina Bs (GAUGHAN et al., 2001; JACQUES et al,
2003). Wilson et al (1999) descreveram que homozigose para ambas as mutacdes A66G no
gene da MTRR e C677T no gene da MTHFR apresentam um risco maior de defeito no tubo
neural, especialmente quando as concentragbes de vitamina By, estdo baixas.

No nosso estudo, apenas uma crianga apresentou homozigose para ambas as
mutagdes A66G no gene da MTRR e C677T no gene da MTHFR, e ndo foi observado

aumento na concentragdo de homocisteina.

Quinze porcento das criancas eram homozigotas para mutagdo A66G no gene
da MTRR, e as concentragdes de homocisteina, acido folico e vitamina B, estavam dentro
dos valores de referéncia, e nfio houve diferenca estatisticamente significante na

concentragiio de homocisteina entre os trés gen6tipos para a mutacio A66G (p=0.98).

Além disso, a analise isolada da mutagfio A66G nfio mostrou nenhum efeito

genético isolado sobre as concentrages de homocisteina.

Na analise multivariada, os polimorfismos estudados ndo apresentaram
nenhuma infludncia nas concentragdes de homocisteina e sua importdncia como fator

genético para hiperhomocisteinemia nfio foi estabelecida.
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Entretanto, realizamos a andlise dos haplotipos, para identificar um efeito
sinérgico e/ou aditivo destes polimorfismos sobre as concentragbes de homocisteina

plasmaética.

Assim, o haplétipo CCACGG foi o unico que apresentou diminuicio

significativa da concentragio de homocisteina, independente de vitamina B, € 4cido folico.

Por outro lado, alguns hapl6tipos mostraram diminuigio significativa das concentragdes de
vitamina B, e acido folico, sem alterar a concentragdo de homocisteina. Estes resultados
sugerem que apesar de nephum polimorfismo ter sido identificado como fator de risco para

hiperhomocisteinemia, estas associagbes podem ter algum efeito.

No futuro, com as facilidades de metodologias em biologia molecular, um
painel podera ser criado, incluindo varios marcadores genéticos, possibilitando uma melhor
avaliagio dos riscos de doengas arteriais e venosa, especialmente nessas doengas
multifatoriais. Nossos resultados, se confirmados por outros, favorece a inclusiio destes

polimorfismos neste painel.

A contribuigio de nossos dados para o entendimento dos fatores genéticos
relacionados com hiperhomocisteinemia ¢ de grande importancia, pois foram analisados em
criancas que ainda nfio apresentavam os fatores adquiridos que podem ter relagdo com a
hiperhomocisteinemia. Certamente, este ¢ o primeiro trabalho que avaliou o efeito destes
trés polimorfismos sobre as concentragdo de homocisteina em uma populagéio de criangas,

considerando as concentragtes de acido folico e vitamina Bio.

Finalmente, quando idealizamos este estudo o objetivo era mostrar a
importancia do fator genético per se para a hiperhomocisteinemia, mas contrariamente a0
esperado, nossos resuitados mostraram que 0s fatores adquiridos sfio mais importantes, ou
seja, monitorar a concentragdo plasmatica de acido folico seria aparentemente mais
significante para avaliagio da hiperhomocisteinemia e prevengfio de doengas
cardiovasculares. O achado que as criangas com idade superior a 4 anos apresentaram
concentragdes de homocisteina mais elevada que as criangas com idade de 1 a 4 anos
(p = 0.05), confirmam esta hipdtese, pois 0s fatores ambientais e adquiridos estdo mais

propensos a estar presentes nestas criangas.
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No nosso resultado foi observado que as criangas do sexo masculino
apresentaram concentragio de homocisteina mais elevada guando comparada com as
criangas do sexo feminino (p = 0.05). Este achado pode ser explicado devido a mfluéncia
dos horménios sexuais (ANDERSSON et al., 1992), conforme sugerido num estudo com

transexuais feminino e masculino (GILTAY et al, 1998). Pode também ter relagdo com a

diferenga da massa muscular masculina, pois a formagéo dos musculos estd associada com
a formagdio da homocisteina e a sintese da creatina/creatinina (NORLUND et al., 1998).
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6- CONCLUSAO

%
:



1- Os polimorfismos C677T e A1298C no gene da MTHFR e A66G no gene da

MTRR nio alteraram as concentragdes de homocisteina plasmatica nas
criancas estudadas. Nio confirmando os achados em adultos, onde foi
descrito associacio do polimorfismo C677T no gene da MTHFR com

hiperhomocisteinemia moderada. Portanto, nossos resultados sugerem que 0

As concentragbes de 4cido fblico apresentaram associacdo com o©
polimorfismo C677T no gene da MTHFR. As concentragdes de acido folico
estavam significantemente diminuidas nas criangas com 0 gendtipo TT em

relacio s criangas com o genétipo CT e CC (p=0.047).

Pela andlise se regressio multivariada obtivemos o seguinte resultado:
concentragio de 4acido folico diminuida aumenta a concentracio de

homocisteina plasmética.

O estudo dos haplétipos mostrou resultados estatisticamente significantes
entre as concentragdes de homocisteina, acido flico e vitamina B2 quando
os haplétipos foram comparados. Uma analise futura, pode ser realizada
criando um painel, onde pode-se incluir estes polimorfismos, possibilitando

uma melhor avaliagio dos riscos de doengas multifatoriais.
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ANEXO 1

Questionirio

Nome do paciente:

HC: T = A DafadenaSCimﬂtof S —

Idade' Sexo:

T elgfone.

Enderego:

Estd fazendo uso de algum medicamento:

Qual (is)?

Sofre de algumas destas doengas:
Diabetes
Hipertensdo
Doenga renal
Doenga hepdtica
Sindrome Convulsiva
Neoplasias

Hipotiroidismo

Faz suplementacdo vitaminica:
Acido folico

Vitamina B

NICAMP

i
An;{:;os BIRLIGTECA f%%?gﬁﬁ,
CAD CIRC a,}i,ﬁ



ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

" “Titulo do Projeto:” HOMOCISTEINA NA INFANCIA: INFLUENCIA DE VIT. B2y .. ... .

ACIDO FOLICO E DAS MUTACOES C677T E A1298C NO GENE DA MTHFR E
A66G NO GENE DA METIONINA SINTASE REDUTASE.

Responsaveis pelo projeto: ANA CLAUDIA MORANDI ALESSIO

Profa. Dra. JOYCE M. ANNICHINO-BIZZACCHI
Profa. Dra. NELCI FENALTI HOEHR

Eu, , idade:

RG: , HC: , residente 3 RUA/AV.

Concordo em participar do presente estudo, de determinagiio das mutagdes C677T e
A1298C no gene da MTHER ¢ A66G no gene da metionina sintase redutase, apds estar

absolutamente esclarecido(a) dos propositos do mesmo.

Responsével pelo paciente:

idade: ,RG: _, grau de parentesco:

Documento comprobatério de responsabilidade:

Residente 2 RUA/AV.

O objetivo deste projeto sera comprovar se os fatores genéticos estdo
relacionados com o aumento de homocisteina plasmatica, pois a hiperhomocisteinemia vem
sendo considerada um fator de risco para trombose.
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Os procedimentos que a crianga serd submetida compreende na coleta de sangue
para a analise da homocisteina, bem como, exames bioquimicos complementares:
o Perfil hepatico: Fosfatase Alcalina, AST, ALT e 3-GT.
o Perfil renal: uréia e creatinina.
o Perfil lipidico: triglicérides, colesterol, HDL, LDL, e VLDL.
o Acido folico e vit. By '
Para realizar a dosagem de homocisteina, vitamina By, acido félico, a extragéo
doDNAe qs-exames---bioqmmicos complementares serdo coletados 16 ml de sangue.

E essencial que a crianca tenha feito jejum de gh a 17h antes da coleta para

maior confiabilidade nos resultados dos exames. E, eventualmente, a crianca sera

convocada a comparecer ao hospital, para nova coleta de material, com a finalidade de
confirmar os resultados dos exames.

Os riscos a que a crianga estard sujeita ao participar do estudo sfio hematoma
{(mancha roxa) e/ou pequena dor no local da pungio venosa. Este estudo ndo oferecera
outros tiscos importantes.

Os beneficios da crianga que participar da pesquisa s3o: prevengdo ¢ tratamento
de hiperhomocisteinemia caso sejam encontradas as mutagdes. A crianga também terd
oportunidade de realizar as analises bioquimicas complementares.

Qutras informagdes:

1. Havera reembolso de gastos com tramsporie, em conseqiiéncia de
convocagio para comparecimento a0 hospital, exclusivamente para a pesquisa.

2. A crianga estara livre para desistir de participar do estudo a qualquer
tempo, mesmo que inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

3. A familia da crianga podera tirar todas as davidas que tiver, ou que
aparecam durante o estudo, sobre 0 mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em
respondé-las.

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

Quaisquer outras dividas de sua parte poderdo ser dirigidas a0 Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP (FONE: 3788.8936)

Campinas / /
Assinatura do Responsavel

Ana Claudia M. Aléssio Profa.Dra. Joyce M. Annichino-Bizzacchi
aluna de pds graduacéo co-orientadora
Fone: (018) 9613.7208 Fone: (019) 3788.8755

Nelci Fenalti Hoehr

Orientadora
Fone(019) 3788.9455
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