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I. RESUMO

Esta tese apresenta estudos realizados sobre as bases moleculares do metabolismo do
acido fdlico (AF), da cobalamina (Cbl) e do ferro, os quais sdo micronutrientes
essenciais na hematopoese e participam de diversos processos metabdlicos
importantes no organismo. Buscou-se responder algumas questdes importantes sobre
a interagao entre fatores nutricionais e genéticos na deficiéncia e na sobrecarga de AF,
Cbl e ferro. A primeira etapa foi de identificagdo de biomarcadores para caracterizagao
dessas deficiéncias nutricionais e avaliagdo de como respondem em caso de
deficiéncia. Em seqguida, estudou-se as mulheres ndo gravidas, as gestantes e o
bindbmio mae e recém-nascido, grupos de risco para deficiéncia de AF e Cbl; e a razao
de se instituir no pais a fortificacdo compulsdria com AF e ferro em farinhas de trigo e
milho. Identificaram-se fatores nutricionais e genéticos associados ao aumento de
homocisteina total (tHcy) e do acido metilmalonico (MMA) e das alteragdes na taxa de
metilacdo do DNA em mulheres e em pacientes. Também foram avaliados os
principais fatores de risco nutricionais e genéticos para as perdas fetais espontaneas e
recorrentes. Com a finalidade de contribuir para a avaliagao do impacto da fortificacao
das farinhas com o ferro, avaliaram-se biomarcadores e fatores genéticos do estado do
ferro, incluindo individuos saudaveis, com anemia ferropriva e sobrecarga de ferro,
para orientar politicas publicas. Essa contribuicdo cientifica tem caracterizado minha

principal linha de pesquisa na Universidade de Sao Paulo.



II. ABSTRACT

This thesis presents studies on the molecular basis of the metabolism of folic acid (FA),
cobalamin (Cbl) and iron, which are essential micronutrients in hematopoiesis and
participate in many important metabolic processes in the body. We sought to answer
some important questions about the interaction between genetic and nutritional factors
on disability and an overload of AF, Cbl and iron. The first step was the identification of
biomarkers to characterize these nutritional deficiencies and assessing how they
respond in the event of disability. Then, we studied nonpregnant women, pregnant
women and the mother and newborn, risk groups for AF and Cbl deficiency, and the
reason for the country to establish mandatory fortification with AF and iron in wheat
flours and maize. We identified genetic and nutritional factors associated with
increased total homocysteine (tHcy) and methylmalonic acid (MMA) and changes in the
rate of DNA methylation in women and in patients. Also evaluated were the main
nutritional and genetic risk factors for spontaneous and recurrent fetal loss. In order to
help evaluate the impact of flour fortification with iron, biomarkers and genetic factors
of iron status were evaluated which included healthy individuals with iron deficiency
and an iron overload to guide public policy. This scientific contribution has

characterized my main line of research at the University of Sao Paulo.



III. INTRODUCAO

O 4acido fdlico (AF), a cobalamina (Cbl) e o ferro s3ao micronutrientes
essenciais na hematopoese, além de participarem de diversas reacdoes importantes no

!, Alteracdes em seus metabolismos podem ser detectadas utilizando-se

organismo
marcadores bioquimicos e/ ou genéticos.

O AF e a Cbl s3o vitaminas hidrossoliveis do complexo B necessarias para a
duplicagdo celular por participarem da sintese de purinas e pirimidinas, do metabolismo
da homocisteina e de reacdes de metilacdo ¥ *. Na deficiéncia grave de uma destas
vitaminas, ou de ambas, pode ocorrer a anemia megaloblastica, que afeta a
hematopoese em seu conjunto (série vermelha, branca e plaquetaria), e, também,
outros tecidos do organismo com intensa capacidade regenerativa celular, tais como os
epitélios e as mucosas ® 7% °, Além disso, a deficiéncia, por si s8, pode causar varias
alteracdes bioquimicas, que alteram o metabolismo do portador 1% 1% 12 13; 14,

O ferro tem papel essencial no metabolismo celular e nos processos
bioldgicos. A deficiéncia de ferro afeta cerca de 2 bilhdes de pessoas, segundo a
Organizagao Mundial de Saude (OMS), incluindo 20 a 30% das gestantes e seus filhos
16 A deficiéncia deste mineral esta relacionada com transtornos no aprendizado e na
memdria ¥ ¥, bem como com infeccdes de repeticdo e anemia ferropriva ' °, Por
outro lado, devido a sua atividade redox intrinseca, o ferro livre € uma molécula
potencialmente tdxica para a célula 2. Portanto, o estudo da etiologia da sobrecarga de
ferro é necessario principalmente para auxiliar no tratamento de pacientes portadores
de alteragOes genéticas.

Neste trabalho, sdo abordados aspectos do metabolismo de AF, Cbl e ferro,

estados de deficiéncia e sobrecarga, e fatores genéticos e ambientais associados a

estes micronutrientes. A identificagdo de marcadores bioquimicos e genéticos para



caracterizacao dessas deficiéncias nutricionais ou sobrecarga também é apresentada.
Neste contexto, os principais resultados obtidos em nossos estudos estao inseridos no

texto, com a respectiva identificacao do Anexo que corresponde ao artigo publicado.

1. ACIDO FOLICO
1.1. Metabolismo

O AF ou By € uma vitamina necessaria a salde humana e esta relacionada
coma transferéncia de uma unidade de carbono na sintese das purinas (formila, -CHO),
com a sintese de timidina (metileno, -CH,-), com a sintese de metionina (metil, -CHs) e
também com a conversédo de serina a glicina 3 2021,

A estrutura quimica do AF consiste de um anel de pteridina, uma molécula de
acido p-aminobenzoico (PABA) e uma molécula de acido glutamico. A forma
monoglutamato de AF (forma sintética) é usada em suplementos vitaminicos, na

%% % sendo a forma mais oxidada e a que

terapéutica e na fortificacdo de alimentos
possui maior estabilidade *.

O termo folato é usado para designar o AF na forma de poliglutamato (com 2
a 8 residuos de acido glutdmico), presente naturalmente nos alimentos 2% %°. A forma
de monoglutamato tem biodisponibilidade muito maior que a forma de poliglutamato,
sendo descrito que 0,6 pg de AF equivale a 1 ug de folato da dieta > *°.

Os alimentos ricos em folato sdo: vegetais verdes (brocolis, alface, espinafre e
aspargos), feijao, frutas (limdo, banana e meldo), cereais secos, graos integrais,
figado, rins, levedo e cogumelos 2°.

Os valores de Referéncias de Ingestdo Dietética: Recomendacao Dietética,

(Recommended Dietary Allowance — RDA), Necessidade Média Estimada (Estimated

Average Requirement — EAR) e Limite Superior Toleravel de Ingestao (7olerable



Upper Intake Level — UL) para o folato estdo representados no Quadro 1%. No
entanto, as necessidades diarias de folato sdao maiores em pacientes que possuem
maior duplicacdao celular, tais como ocorre nas anemias hemoliticas e durante o
crescimento, a gravidez e a lactacdo *.

O principal local de absorcao do folato é o jejuno proximal. No processo de
absorcdo, a forma de poliglutamato é hidrolisada a forma de monoglutamato pela
enzima folilpoli-y-glutamato carboxipeptidase (FGCP ou GCPII), uma exopeptidase que
estd ancorada & membrana apical dos enterdcitos » %, como apresentado na Figura 1.

A forma de monoglutamato é transportada para dentro das células por duas
familias de receptores: o carreador de folato reduzido (RFC1) e os receptores de folato
humano (hFR) 2% %%, Tanto a hidrdlise quanto o transporte ocorrem em pH 6 no
microambiente da vilosidade do jejuno .

O folato intracelular é convertido em poliglutamato pela enzima
folilpoliglutamato sintase (FPGS) ATP-dependente, enquanto que a enzima c-glutamil
hidrolase (GGH) remove os glutamatos terminais que estdo ligados ao residuo
glutamato proximal (Figura 1). A conversao de folato na forma de poliglutamato nas
células é uma maneira de aprisionamento metabdlico, que impede a perda celular de
folato através de transportadores de efluxo %°. Além disso, a forma de poliglutamato é
um melhor substrato do que a forma de monoglutamato para enzimas intracelulares
dependentes de folato *° (Figura 1).

Apds a absorcao celular, a maior parte do monoglutamato é reduzida e
metilada, aparecendo na circulagao principalmente na forma de 5-metil-tetraidrofolato
(5-metil-THF) % ?°, Esta forma é necessaria na remetilacio da homocisteina a
metionina e na formacado do tetraidrofolato (THF); esta reacdo depende da coenzima
metilcobalamina (metil-Cbl), da enzima metionina sintase (MTR) e do dinucleotideo de

adenina flavina (FAD), como representado nas Figuras 1 e 2.



Quadro 1- Valores da Recomendagao Dietética (RDA), da Necessidade Média

Estimada (EAR) e do Limite Superior Toleravel de Ingestdo (UL) para folato %

Folato pg/dia

Idade Género RDA EAR UL
9 a 13 anos FeM 300 250 600
14 a 18 FeM 400 330 800
19 ou mais FeM 400 320 1.000
Gestantes F 600 520 800
14 a 18 anos

Gestantes F 600 520 1.000
19 a 50 anos

Lactantes F 500 450 800
14 a 18 anos

Lactantes F 500 450 1.000
19 a 50 anos

F: feminino, M: masculino

A metionina € um aminoacido essencial no metabolismo dos mamiferos,
enquanto a homocisteina € um aminoacido sulfurado que participa de duas vias
bioquimicas: a transulfuracdo, na qual a maioria da homocisteina é catabolizada a
cistationina pela acdo da enzima cistationina beta sintase (CBS), na presenca da
coenzima vitamina Bs; e a remetilacdo, na qual grande parte da homocisteina é

convertida a metionina *° (Figuras 1 e 2).
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Figura 1 — Esquema simplificado do metabolismo intracelular do folato e das reagdes

de transferéncia de um carbono nas células epiteliais.

Esta figura da destaque as proteinas envolvidas na hidrolise intraluminal do folato(GCPII,
folilpoli-y-glutamato carboxipeptidase);absorcdo de acido folico intracelular (FR-a, receptor de
folato; RFC, transportador de folato reduzido); retencao de folato intracelular (FPGS,
folilpoliglutamil sintase), hidrodlise e efluxo (GGH, c-glutamil hidrolase); ciclo da homocisteina
(MTR, metionina sintase; MTRR, metionina sintase redutase; MTHFR, metilenotetraidrofolato
redutase); manutencdo da concentracdo de acido folico intracelular (DHFR, diidrofolato
redutase; SHMT, serina hidroxilmetiltransferase); biossintese de nucleotideos (TS, timidilato
sintase); metilacdo do DNA (DNMT1, 3a, 3b, CpG metiltransferases) e desmetilagdo do DNA
(MBD2, DNA demetilase). CHs- grupo metil; CpG — sequéncia dinucleotideo citosina-guanina;
dTMP — desoxitimidina-5-monofosfato (timidilato); dUMP — desoxiuridina-5-monofosfato; Hcy —
homocisteina; Met — metionina; SAH — S-adenosil-homocisteina; SAM — S-adenosil-metionina;
THF — tetraidrofolato.

Circulo cheio da cor laranja representa um anel de pteridina conjugado com PABA. Cada
triangulo cheio da cor azul representa um glutamato, que esta unido através de uma ligagdo
peptidica (forma de poliglutamato). As enzimas estao representadas em quadrados azuis, em
roxo estdo os transportadores, em verde as vitaminas e em amarelo esta representada a
membrana da célula.

Fonte: Kim, 2007 %,



No ciclo do folato, o THF recebe um grupamento metil da serina em presenca
da enzima serina hidroxilmetiltransferase (SHMT) e da vitamina Bg, formando 5,10-
metileno-THF e glicina. O 5,10-metileno-THF pode ser usado na sintese de timidina,
sendo convertido a diidrofolato (DHF), que posteriormente serd reduzido a THF pela
diidrofolato redutase (DHFR) 3! 32, O 5,10-metileno-THF pode ainda ser convertido a
5,10-metenil-THF, 10-formil-THF e THF pela acao da enzima metilenotetraidrofolato
desidrogenase (MTHFD1). O 5,10 metileno THF também pode ser convertido a 5-metil-
THF na presenca da enzima metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR), que é uma
enzima dinucleotideo de nicotinamida-adenina difosfato (NADP*)-dependente (Figuras
1e2)

A MTHFD1 é uma enzima citoplasmatica trifuncional NADP-+-dependente,
também chamada de 5,10-metilenetetraidrofolato desidrogenase ou 5,10-
meteniltetraidrofolato cicloidrolase ou 10-formiltetraidrofolato sintase. A atividade da
MTHFD1 é essencial para sintese do DNA, provendo 10-formil-THF e 5,10-metileno-
THF para sintese de novo de purinas e timidalato % 3> 3¢ (Figuras 1 e 2).

A DHFR também é uma enzima NADP+-dependente que desempenha
importante atividade na conversdao do AF sintético, presente em suplementos e
alimentos fortificados, para uma forma fisiologicamente ativa de folato, reduzindo o AF
para DHF e, desta maneira, permitindo o uso desta vitamina pelas células *’ (Figuras
le2).

E importante destacar que, na deficiéncia grave de Cbl, a conversdo do 5-
metil-THF a THF fica comprometida, enquanto o 5-metil-THF, por ser metabolicamente

38

inaproveitado, fica sequestrado dentro da célula *°. Além disso, concentragdes

) 39; 40

inadequadas de folato acarretam o acimulo de deoxiuridilato (dUMP , causando a

incorporacdo de uma uracila ao DNA ¥, resultando em quebras da fita dupla * *.



O folato é reabsorvido e secretado pelos rins. A reabsorcdo é realizada na
membrana pelo receptor de alta afinidade ao folato, o qual estd localizado nas
vilosidades dos tubulos proximais. A maioriado folato filtrado é reabsorvida. Em
humanos, o folato é excretado pelos rins, a taxa de 2 a 5 pg/dia. A perdade folatopelas
fezes é minima .

Varios marcadores tém sido utilizados para caracterizar a deficiéncia de folato
no organismo, tais como a concentracdo desta vitamina (no soro e nos eritrocitos) e os
marcadores funcionais (homocisteina total — tHcy e acido metilmalonico — MMA). A
combinagdo de parametros, como a concentracdo de folato sérico < 5 ng/mL (ou <
11,3 nmol/L), tHcy > 13,9 pymol/L e MMA < 271 nmol/L, tem sido considerada como
marcador da deficiéncia de folato no organismo *.

A concentracao sérica de folato pode ser alterada pelo consumo alimentar nos
dias anteriores a coleta do sangue; por isso, tem sido recomendada a determinacdo
concomitante do folato eritrocitario. O folato € acumulado no interior dos eritroblastos
durante a eritropoese e permanece no interior dos eritrdcitos por aproximadamente
120 dias, periodo que corresponde a meia vida destas células. Deste modo, a
concentracao de folato eritrocitario € um indicador das concentrages desta vitamina

em periodo anterior ao atual (cerca de trés meses) *¥ %,
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Figura 2 - Ciclo do folato, dando destaque ao papel da enzima MTHFD1 na
conversao dos intermediarios 5,10-metileno-THF, 5,10-metenil-THF, 10-formil-THF e
THF.

GAR: dglicinamida ribonucleotideo; FGAR: formil glicinamida ribonucleotideo; AICAR: 5-
aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotideo; FAICAR: formil-5-aminoimidazol-4-carboxamida
ribonucleotideo; THF: tetraidrofolato; DHF: diidrofolato; DHFR: diidrofolato redutase; MTHFD1:
metilenotetraidrofolato ~ desidrogenase; TS: timidalato sintase; SHMT: serina
hidroximetiltransferase; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; MTR: metionina sintase;
MTRR: metionina sintase redutase; BHMT: betaina-homocisteina metiltransferase; CBS:
cistationina beta sintase; RFC: transportador de folato reduzido; FR: receptor de folato; SAM: S-
adenosil-metionina; SAH: S-adenosil-homocisteina; B6: piridoxal 5-fosfato; Cbl: cobalamin; B2:
riboflavina. Quadrados azuis estdo representando as enzimas ou os transportadores, em verde
estdo as vitaminas e em amarelo esta representada a membrana da célula.

Adaptado de van der Linden et al. (2006) “.
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1.2. Deficiéncia de acido foélico

A deficiéncia de folato ocorre devido ao consumo inadequado desta vitamina
(ma nutricdo, idade avancada, pobreza, alcoolismo, hemodidlise, entre outras causas),
absorcao diminuida (espru ndo tropical e tropical e outras doenga do intestino delgado)
e aumento das necessidades (gravidez, aumento da renovacao celular, anemia
hemolitica crdnica, dermatite esfoliativa) .

Baixas concentracoes de folato foram associadas as concentracoes elevadas
de tHcy, um fator de risco para doenca cardiovascular *’ e acidente vascular cerebral

*, Por sua vez, o aumento das concentracdes de tHcy também foi associado a

49; 50

deméncia **°, & doenca de Alzheimer *! e ao IUpus eritematoso em criangas >2.

A deficiéncia de folato foi associada com alteracao na metilagdo do DNA, na

53; 54; 55 56; 57; 58

hipometilagdo em alguns genes e hipermetilacao em outros , que pode

4 9. foi também

afetar a expressdo dos genes e aumentar o risco de cancer
relacionada ao erro de incorporacao da uracila durante a sintese de DNA, o que leva a
instabilidade gendmica ' *.

A deficiéncia dessa vitamina foi também associada as complicacdes obstétricas
% e &s malformacdes fetais (labio leporino, fenda palatina e defeitos do fechamento
do tubo — DFTN) ©.

Os DFTN sdo malformacOes congénitas graves que ocorrem como resultado
de falha no fechamento do tubo neural no comeco da gravidez (24 a 28 dias apds a
concepcao). A relacao entre deficiéncia de folato e ocorréncia de DFTN foi
demonstrada em varios estudos. Em 1991, o Centers for Diseases Control and
Prevention (CDC) recomendou que mulheres com histéria prévia de DFTN deveriam

consumir 4.000 pg de AF/dia, comecando no periodo que estiverem planejando ficar

gravidas ®%; enquanto que para outras mulheres que n3o tenham histdria prévia de
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DFTN, que planejam engravidar, a recomendacdo de uso é de 400 ug de AF/dia no

periodo anterior & gravidez ¥ (Quadro 1) .

1.3. Impacto da fortificacao de alimentos com acido félico

A associacao entre a deficiéncia de folato e o maior risco de DFTN levou varios
paises a fortificarem alimentos com AF 2. Nos Estados Unidos, a fortificacdo se
iniciouem 1998, seguida por Canada e Chile. Ja no Brasil, a fortificacdo mandatdria
teve inicio em julho de 2004, apds a publicacao da RDC n° 344, de 13 de dezembro de
2002, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, quando ficou estabelecido que as
farinhas de trigo e milho deveriam ser fortificadas com 150 pg de AF e 4,2 mg de ferro
para cada 100 g de farinha ®.

Estima-se que o consumo habitual de AF tenha dobrado nos paises que
adotaram a fortificacdo, o que implicou em aumento drastico nas concentracoes
plasmaticas de folato. Este aumento atinge especialmente criancas e idosos, grupo da
populacdo que apresenta habitos de alto consumo de paes e/ou suplementos
alimentares ®*. Além disso, o0 uso de multivitaminicos sem prescricio em muitos paises
pode levar a ingestdo didria de 400 a 800 pg de AF ® que, somados ao total
proveniente da alimentagdo, podem elevar significativamente as concentragdes
plasmaticas de folato.

A fortificacao dos alimentos com AF reduziu a incidéncia de DFTN em varios

24 66, 67, 88 No entanto, a fortificagdo compulsdria tem sido criticada

paises
incisivamente por alguns pesquisadores, que questionam o beneficio dessa fortificacao
com AF para algumas maes e criancas, tendo em vista o potencial risco de expor toda

a populacdo ao excesso de ingestdo desta vitamina ®*; vale lembrar que a UL do folato

varia entre 600 a 1.000 p/dia, dependendo da idade, de estar gestante ou
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amamentando %’ (Quadro 1). Segundo os autores, foi estimado no Reino Unido que
aproximadamente 77 a 162 gestagdes com DFTN seriam evitadas a cada ano por meio
da fortificacdo com concentragao de 300 pg de AF por 100 g de farinha. Em
contrapartida, cerca de 370.000 e 780.000 pessoas seriam expostas a esta vitamina
para cada recém-nascido sem DFTN . Com base nesses achados, os autores
alertaram sobre o risco de expor a populagao a danos graves ou efeitos adversos leves
que poderiam resultar desta fortificacdo ®*. No Brasil, ndo had estudos que tenham
avaliado o impacto da fortificagdo de modo abrangente no territorio nacional.

ConcentracoOes de folato sérico superiores a 45 nmol/L s3ao consideradas como
suprafisioldgicas ®% ®°. A avaliacdo das concentracdes séricas, realizada em individuos
norte-americanos no periodo entre 1999 e 2000, mostrou que 23% da populacdo em
geral, 43% de criancas com menos de 5 anos e 38% dos idosos apresentavam
concentracdes suprafisioldgicas de folato ”°.

No Brasil, estudo recente, realizado pelo nosso grupo apds periodo de 5 a 7
anos do inicio da fortificacdo das farinhas com AF ”!, mostrou que as concentracdes
médias de folato sérico dobraram em relacdo as concentracoes encontradas em estudo

prévio realizado em 2003; portanto, antes da fortificacdo compulséria das farinhas °

de outras 264 mulheres saudaveis nao

(Figura 3).
_ a0 Figura 3 — Médias e intervalos de
E’ % T confianca de 95% das concentracdes de
30 ;. , .
;g ‘ folato sérico de 102 mulheres saudaveis
»n 25
2 201 ndo gravidas no ano 2003 (antes da
o
3 s - implantacdo da fortificacdo das farinhas de
.§ 104 milho e trigo com &cido félico no Brasil) > e

2003 2009 a 2011

gravidas nos anos de 2009 a 2011 (pds-

Ano da realizagéo dos estudos fortificagéo), Sao Paulo 71.
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s

E importante ressaltar que estes dois estudos realizados pela nossa equipe
nao sao representativos da populacao brasileira; entretanto, os resultados sugerem
aumento nas concentragdes séricas do folato apds a implantacao da fortificacao.

Com a efetivacdo da fortificagdo das farinhas com AF em varios paises, a
comunidade cientifica tem discutido os riscos de concentracles elevadas de AF ndo
metabolizado no organismo 2% &% 72 73: 74: 75,

Sabe-se que o AF sintético somente é incorporado ao metabolismo celular
quando reduzido pela DHFR “2, Assim, a baixa atividade da DHFR e ou a saturacdo
desta enzima podem ser fatores limitantes para a reducdo do AF em pessoas que
consomem quantidades superiores a ingestdo toleravel de 1 mg/dia da vitamina,
levando ao aumento de AF ndo metabolizado na circulacdo sanguinea 76,

Mostrou-se, em estudo realizado na era pos-fortificacdo, com norte-
americanas menopausadas, o aumento de AF ndo metabolizado em cerca de 78% das
mulheres apds uma noite de jejum. Foi demonstrado que a citotoxicidade das células
natural killer (NK) estava diminuida em mulheres com altas concentracbes de AF ndo
metabolizado, independentemente das concentragdes de folato total e de 5-metil-THF
77, Evidéncias experimentais e clinicas demonstraram o papel das células NK na
destruicdo de células tumorais, podendo ser considerado a primeira linha de defesa do
sistema imune contra carcinogénese. A diminuicdo da citotoxicidade das células NK
pode aumentar o risco ou a gravidade de infecgOes e foi associada com aumento
futuro da incidéncia de cancer 8. O efeito do AF sobre a citotoxicidade de NK /n vivo
poderia ser uma via pela qual o excesso de AF promoveria lesdes malignas e pré-
malignas, pela reducdo da vigilancia contra células tumorais ”’.

O papel do AF no cancer tem sido muito discutido na literatura, mostrando

que esta vitamina apresenta acdes controversas na carcinogénese, dependente da

dose e do momento da intervencdo 2% 79 80 81 82 8 (Quadro 2). Alguns estudos
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mostraram os efeitos benéficos do AF no processo carcinogénico em diferentes érgaos;
no entanto, outros sugerem que a suplementagao com AF pode aumentar o risco de
desenvolvimento do cancer e acelerar a progressao tumoral, principalmente se a
vitamina for administrada em concentracdes elevadas ou se o tratamento foi iniciado
apds a presenca de lesdes pré-neoplasicas 2% 884, No Quadro 2, estdo apresentados
alguns estudos que encontraram efeito protetor do AF para o cancer, outros que nao
encontraram efeito e aqueles que associaram o AF com o risco de se ter cancer.

Foi sugerido que o AF em excesso poderia interferir no metabolismo, no
transporte celular e nas funcoes regulatdérias que o folato dos alimentos exerce no
organismo, por competir com as formas reduzidas pela ligagdo com enzimas, proteinas
transportadoras e proteinas ligadoras. Foi mostrado que, no cérebro, o AF sintético
compete com o 5-metil-THF pelos receptores de folato, em virtude da maior afinidade
da forma sintética pelo receptor %. Da mesma maneira, foi relatada a inibicdo dos
transportadores de folato na membrana de células intestinais e renais cultivadas com
excesso de AF %, Foi relatado, ainda, que o AF em altas concentracdes pode agir como
antagonista de folato dos alimentos, apds a conversdo para DHF. O acumulo deste
derivado do AF na sua forma poliglutamato inibe a enzima timidilato sintase e,
consequentemente, a formacdo de dUMP necessaria para a sintese de DNA. O DHF
também inibe a enzima purina sintase %, sendo um potente inibidor da MTHFR ¥,
podendo, portanto, reduzir a formacao de 5-metil-THF e levar a diminuigdo da sintese
de metionina. Sendo a metionina um precursor da S-adenosil-metionina, sua reducao
interfere nas reacdes de metilacdo de 4acidos nucleicos, neurotransmissores,
fosfolipidios e outras reacdes . Ademais, acredita-se que o AF ndo metabolizado pode
também mascarar a deficiéncia de Cbl, levando ao agravamento dos danos
neuroldgicos associados com uma prolongada deficiéncia desta vitamina .

Demonstrou-se, outrossim, que idosos que ingerem maior quantidade de folato
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apresentaram maior taxa de declinio cognitivo, sugerindo que o excesso de AF
provenientes do uso de multivitaminas e alimentos fortificados poderia ter efeitos
nocivos na salde desta populagio %.

Postulou-se também que a presenca de AF ndo metabolizado poderia interferir
nos tratamentos com medicacdo antifolato, como os usados contra malaria, artrite

reumatoide, psorfase e cancer ®.

1.4. Polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo do acido
folico

As concentragbes de folato podem estar reduzidas quando ha alteracGes nos
genes de enzimas (GCPII, MTHFR, MTHFD1 e DHFR) e/ou no RFC1, os quais estao
envolvidos no seu metabolismo. Os polimorfismos RFCI c.80A>G e GCPII c.1561C>T
estdo relacionados a absorcdo do folato, enquanto que os polimorfismos MTHFR
c.677C>T, MTHFR c.1298A>C, MTHFD1 c.1958G>A e DHFR 19bpdel estdo
relacionados ao metabolismo do AF.

O polimorfismo RFC! c.80A>G (rs1051266), que causa a substituicao de
histidina por arginina na posicao 27 do RFC1, foi associado a reducdao da taxa de
transporte de folato através da membrana celular, o que pode comprometer a
absorcdo do folato da dieta °'. Foi descrito que criancas portadoras do gendtipo GG
para o polimorfismo RFCI c.80A>G apresentaram maior risco de defeitos do
fechamento do tubo neural (DFTN) quando comparadas com aquelas portadoras de
gendtipo AA (odds ratio (OR): 2,56; intervalo de confianga de 95% (IC 95%): 1,04 —

6,36) *.



Quadro 2 - Efeito controverso do acido félico em estudos que avaliaram o risco de se ter cancer

) ] , < Populagdo n i R OR* ou HR?® ou RR* .
Efeito do AF | Tipo de estudo Pais Concentracao de AF estudada Género Tipo de cancer (IC 95%) Referéncias
cavidade oral e 0,49*
faringe (0,24 - 0,98)
%
Esdfago © o 60)
Consumo de folato 3539 casos de - 0 41*’ Aune et al.
Protecdo Caso-controle Multicéntrico < 123,83 vs>275,31 cancer / 2032 Ambos trato aerodigestivo ! i
; - (0,26 - 0,65) 2011
Hg/dia da dieta controles 0,42
colon e reto (0,23 - 0,76)
Rins 0,35*
0,13 -0,93)
< 179 vs> 270,2 pg/dia 95 casos/60 Fem cancer colorectal 0,36*
Protecdo Caso-controle | Coreia do Sul da dieta controles (0,20 - 0,64) Kim et al.,, 2009%
¢ < 179 vs> 270,2 pg/dia 49 casos/60 cincer de colon 0,34* v
da dieta controles Fem (0,16 - 0,70)
~ . < 280 vs > 738 ug/dia 532 casos / 1701 A 0,67* Gong et al.,
Protegao Caso-controle EUA (dieta + suplementacdo) controles Ambos Pancreas (0,48 - 0,93) 2009%
~ . : : <276 vs > 397,8 ug/dia 59 casos / 85 0,47* Lightfoot et al.,
Protegao Caso-controle Reino Unido da dieta controles Ambos adenoma coloretal (0,30 - 0,73) 2008%
. . - , < 235 vs> 300,7 pg/dia 749 casos / 1772 cancer oral e de 0,53* Pelucchi et al.,
Protegdo Caso-controle Italia e Suica da dieta controles Ambos faringe (0,40 - 0,69) 20037
~ Prospectivo - < 150 vs > 212 pg/dia . 0,61* Larsson et a/,
Protegao 14 anos Suécia da dieta 168 casos Fem Colon (0,41 - 0,91) 2005 %
Sem efeito Caso-controle Multicéntrico Nao _tratados - 516 casos /505 Ambos adenoma coloretal Cole Etg'z/" 2007
1 mg/dia suplemento controles
H < 176,3 vs > 259,1
. Prospectivo Hg/dia da dieta A Keszei et al.,
Sem efeito 13,3 anos Holanda M < 1541 — > 233,1 363 casos Ambos Pancreas 200910
Jg/dia da dieta
2491 casos Fem Mama
. ) 426 caos Fem Endométrio
Sem efeito Prospectivo Canada <237 v > 3 74 Hg/dia 264 casos Fem Ovério Kabat 6'1{;1&' /2008
16,4 anos da dieta
617 casos Fem Coloretal
358 casos Fem Pulmdo
Sem efeito Prospectivo Holanda < 168,8 vs> 297,2 70 casos Ambos célon proximal de Vogel et al.,
13,3 anos ug/dia da dieta 86 casos Ambos colon distal 2008 10
. Prospectivo N Nao tratados vs uso de . 2,58° Figueiredo et al.,
Risco 10 anos Multicéntrico 1 mg/dia de suplemento 643 casos Masc Prostata (1,14 - 5,86) 2009 103
. = Stolzenberg-
) Prospectivo A Suplementagao > 400 1,19¢
Risco 10 anos Multicéntrico ug/dia 691 casos Fem Mama (1,01-1,41) Solozrggg 1%"‘ta/.,

*OR: Odds Ratio, *HR: Hazard Ratio, *RR: Relative Ratio. AF: &cido fdlico.
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O polimorfismo GCPII c.1561C>T (rs61886492) causa a substituicdo de uma histidina
por uma tirosina na posicdo 475 na regiao catalitica da enzima GCPII, e foi associado as

menores concentracdes de folato sérico e maiores de tHcy '®. No entanto, esta associacdo nio

foi confirmada em outros estudos ¢ 107 108; 109,

O polimorfismo MTHFR c.677C>T (rs1801133) causa a troca de uma alanina por valina
na posicdo 222 da enzima '°. Este polimorfismo foi associado a reducdo na atividade da enzima

MTHFR, uma vez que foi descrito que portadores de gendtipo TT apresentam reducdo de 30%

na atividade da enzima quando comparados aos portadores do gendtipo ancestral (CC) 1% 11,

Foi observado também que portadores de gendtipo TT apresentam maiores concentragbes de

tHey 110; 112; 113

Alguns estudos mostraram que o efeito do polimorfismo MTHFR c.677C>T no aumento
das concentracdes de tHcy é evidenciado quando ha deficiéncia de AF % 5, Qutros estudos

mostraram que o 5-metil-THF aumenta a estabilidade da enzima MTHFR mutante e retarda a

116; 117

dissociacao da MTHFR ao cofator FAD, mantendo assim sua atividade . Foi proposto

também que a relagdo entre o polimorfismo M7THFR c.677C>T e o risco de desenvolvimento de
DFTN pode ser reduzida quando hd consumo adequado de AF na gravidez '8,

O polimorfismo MTHFR c.677C>T foi associado a etiologia de doencgas cardiovasculares

125; 126

119 de DFTN 111 120; 121122123 24 perdas fetais recorrentes ** e a trombose , No entanto,

algumas metanalises mostraram que ndo ha consenso sobre a associacao entre o polimorfismo

128; 129; 130

e a trombose ¥, &s doencas cardiovasculares e as perdas fetais recorrentes !,

O alelo T do polimorfismo MTHFR c.677C>T foi associado ao acumulo de THF

formilado nos eritrocitos 32

; esta forma pode gerar resultados falsamente aumentados em
ensaios de quimioluminescéncia ou de radioisdtopos que utilizam as proteinas do leite como

ligantes ao folato, quando comparado aos resultados de folato eritrocitario obtido em ensaios
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microbioldgicos, especialmente em individuos portadores de gendtipo TT !*.Este fato deve ser
considerado na analise de resultados conflitantes nos estudos que avaliam o folato eritrocitario
pelos métodos citados acima.

O polimorfismo MTHFR c.1298A>C (rs1801131) causa a substituicdo de um glutamato

120 o estd em desequilibrio de ligacdo com o

por uma alanina na posicao 429 da enzima
polimorfismo MTHFR c.677C>T '?°, Embora o polimorfismo MTHFR c.1298A>C tenha um efeito
significante na diminuicdo da atividade da enzima MTHFR, ndo foram relatadas alteragdes nas
concentracOes da tHcy e de folato no plasma de individuos homozigotos ou heterozigotos para
esta variante, fendbmeno que é geralmente evidente nos portadores do gendtipo homozigoto TT
para o polimorfismo MTHFR c.677C>T %, No entanto, foi descrito que individuos heterozigotos
para ambos 0s polimorfismos possuem atividade reduzida da MTHFR, apresentando aumento
significativo nas concentracdes de tHcy e reducgo do folato no plasma *%.

Em estudo realizado por nossa equipe, no qual foram incluidas criancas portadoras de
DFTN e suas maes e individuos saudaveis, foram observadas frequéncias semelhantes dos
alelos MTHFR 677T e 1298C entre as criangas com DFTN e controles, assim como entre as
maes de criangas com DFTN e controles. Entretanto, o haplétipo 677CT/1298AA foi associado
com menores concentragdes de Cbl em criangas com DFTN ! (Anexo 1).

O polimorfismo MTHFD1 c.1958G>A (rs2236225) causa a substituicao de uma alanina
por um glutamato na posicdo 653 do dominio sintase da enzima. O gendtipo AA deste
polimorfismo foi associado ao descolamento prematuro grave da placenta **, & perda fetal *,
aos DFTN 3% 1% e 3 restricdo de crescimento intradtero ¥,

Dentre os polimorfismos encontrados no gene da DHFR, a delecao de 19 pb (DHFR
19bpdel, rs70991108) no intron 1 foi associada a remocao do sitio de ligacdo para o fator de

transcricio Sp1 que afeta a regulacdo génica®. A delecdo foi associada ao maior risco de se ter
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DFTN 3 e ao risco aumentado de cincer de mama entre as mulheres que tomam
suplementacdo com AF 3!, O gendtipo homozigoto para DHFR 19bpdel foi associado ao maior

risco de se ter crianca com retinoblastoma unilateral (OR: 3,78; IC 95%: 1,89-7,55; P < 0,001)

37

2. COBALAMINA
2.1. Metabolismo

A Cbl é uma vitamina Unica dentre as demais, ndo apenas por se apresentar como uma
molécula organica complexa, mas por conter um elemento traco essencial, o cobalto. Um atomo
desse elemento (na forma de Co’") estd coordenado a um complexo sistema em anel de
corrina, que é quimicamente relacionado ao sistema em anel porfirinico do grupo heme. Uma
quinta posicdo de coordenacao do cobalto é preenchida por um nucleotideo, o
dimetilbenzimidazol ribonucleotideo, ligado covalentemente por seu grupo 3'-fosfato a cadeia
lateral do anel de corrina por meio do aminoisopropanol **. Na sexta posicdo de coordenacio do
cobalto ha um radical que pode ser o grupo ciano (ciano-cobalamina — ciano-Cbl ou vitamina
B12), 0 grupo hidroxila (hidroxi-cobalamina — hidroxi-Cbl), o grupo 5’-desoxiadenosilcobalamina
(5'desoxiadenosil-Cbl ou adenosil-Cbl) e o grupo metil (metil-cobalamina — metil-Cbl) % 33, como
representada na Figura 4.

A metil-Cbl é a principal forma no plasma humano, enquanto que a adenosil-Cbl é a
principal forma de armazenamento, principalmente no figado. O termo vitamina B;, tem sido
empregado como designacdo genérica para caracterizar as Cbl, porém este termo é mais

adequado para indicar a ciano-Cbl, que é a forma utilizada na terapéutica’.
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Figura 4 - Estrutura quimica da
adenosilcobalamina

Fonte: Green, 2010 *

As formas de adenosil-Cbl e metil-Cbl atuam como coenzimas em duas reacoes
metabolicas. A adenosil-Cbl participa da conversao intramitocondrial de metilmalonil coenzima A
(CoA) para succinil-CoA em presenca da enzima metilmalonil-CoA, enquanto a metil-Cbl
participa da convers3o citosdlica da homocisteina para metionina pela MTR ' *® (Figura5).

A Cbl é encontrada apenas em alimentos de origem animal (carnes, figado, rins, frutos
do mar e laticinios) *. Nos paises ocidentais, estima-se que a dieta média diaria contenha entre
5 e 30 ug de Cbl; desta quantidade, cerca de 1 a 5 ug é absorvida, menos de 250 ng aparece

na urina; e o restante ndo absorvido é excretado pelas fezes % 1%,
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Os valores da RDA e EAR para a Cbl estdo representados no Quadro 3%.
Especialmente para a Cbl, ndo foi determinado o valor da UL.

No trato gastrointestinal superior, a Cbl é liberada dos alimentos e se liga a
haptocorrina (HC, também chamada de proteina R ou transcobalamina I — TCI), uma proteina
presente na saliva e no suco gastrico*. Esta ligacdo da Cbl & HC é um mecanismo que protege
a vitamina da hidrdlise no meio acido do estomago. No duodeno, o complexo Cbl-HC é
desmembrado, a HC é degradada por enzimas pancreaticas e a Cbl se liga ao fator intrinseco
(FI) que é secretado pelas células parietais da mucosa da parede gastrica (Figura5).No ileo
terminal, o complexo CbI-FI é absorvido por endocitose mediada pelo receptor cubam'®. O
receptor cubam consiste de duas moléculas: a cubilina (que é uma proteina de membrana
periférica que se liga ao complexo Cbl-FI) e a amnionless (AMN, uma proteina endocitica
transmembrana). No enterdcito ileal, o FI é degradado e a Cbl é liberada para o plasma através
da membrana basolateral da célula pelo transportador A7P binding cassette C1 (ABCC1),

também denominado MRP1%,

Quadro 3 - Valores da Recomendagdo Dietética (RDA) e da Necessidade Média Estimada

(EAR) para a cobalamina %/

Cobalamina pg/dia

Idade Género RDA EAR
9 a 13 anos FeM 1,8 1,5
14 a 18 anos FeM 2,4 2,0
19 anos ou mais FeM 2,4 2,0
Gestantes 14 a 18 anos F 2,6 2,2
Gestantes 19 a 50 anos F 2,6 2,2
Lactantes 14 a 18 anos F 2,8 2,4
Lactantes 19 a 50 anos F 2,8 2,4

F: feminino, M: masculino
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No plasma, a Cbl se liga a HC (TCI e TCIII)ou a transcobalamina (TCII). A TCII é

responsavel pela entrega da Cbl para as células de tecidos periféricos. No figado e em outros

tecidos, a absorcdo da Cbl-TCII-dependente é mediada pelo receptor CD320, enquanto que o

receptor megalina é responsavel pela reabsorcdo do complexo nos rins %,

Assim como no folato, a Cbl sofre apreciavel reciclagem entero-hepatica. Nos

humanos, entre 0,5 e 9 ug/dia de Cbl sdo secretados pelo sistema biliar ' **!. No intestino, o

complexo Cbl-HC de origem biliar sofre os mesmos processos que o complexo Cbl-HC

proveniente do estdmago. Estima-se que de 65 a 75% da Cbl biliar sejam reabsorvidos

Estdomago Intestino Enterdcito

_+

©

-
®
(o) . 1c |

B0

Figura 5— Metabolismo da cobalamina.

Mitocondria

MetTHF MTR

1; 142

Célula

THF

MTRR

Hey

CHsHcy
Metionina

Cbl: cobalamina, FI: fator intrinseco, HC: haptocorrina, TC: transcobalamina, Mutase: L-metilmalonilCoA-

mutase, Met: metil, THF: tetraidrofolato, MTR: metionina sintase, MTRR: metionina sintase redutase,

Hcy: homocisteina. Adaptado de van der Linden et al. (2006) *
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ConcentragOes séricas elevadas de tHcy e de MMA s3o consideradas marcadores
funcionais da deficiéncia de Cbl nos tecidos 1** 1% 145 1% No entanto, valores aumentados de
tHcy no plasma podem ser decorrentes de deficiéncia isoladas de vitaminas (Cbl, folato e
vitamina Bs) ou combinacdo delas; ou podem ser consequéncia de alteracdes nas atividades de
enzimas ou de transportadores devido a presenca de polimorfismos em genes relacionados ao
metabolismo do folato (GCPII, RFC1, MTHFR, MTHFD1, entre outros), da homocisteina (M7R,
metionina sintase redutase —M7RR e (CBS) e da Cbl (7C2). Por sua vez, concentragdes
aumentadas de MMA podem ser encontradas em individuos com deficiéncia de Cbl, em
pacientes com erros inatos do metabolismo desta vitamina e na disfuncdo renal .

No plasma, cerca de 20% da Cbl estdo ligados a TCII e o restante esta ligado a HC. A
concentracao de TCII pode ser quantificada através da dosagem de holotranscobalamina (Holo-
TC), que é o complexo TCII ligado a Cbl. Concentracdes plasmaticas reduzidas de Holo-TC (<45
pmol/L) tém sido consideradas como um marcador precoce de deficiéncia tecidual dessa

N 148

vitamina ¥ em vérias populacdes: mulheres portadoras de fetos com DFT , vegetarianos

150

9 " adultos com valores reduzidos de Cbl (<200 pmol/L) **°, adultos normais e adultos com

doenca coronariana '*!, pacientes com cancer *> e em pacientes com Doenca de Alzheimer *,

2.2. Deficiéncia de cobalamina

A deficiéncia de Cbl pode ocorrer quando ha comprometimento na absorcao (causas
gastricas e intestinais, insuficiéncia pancredtica); diminuicdo do fator intrinseco (causas
congénitas e presenca de autoanticorpos) e consumo inadequado da vitamina®.

A deficiéncia moderada de Cbl € comum no mundo inteiro , especialmente em paises

em desenvolvimento, nos quais os individuos tém baixo consumo de alimentos de origem
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animal **. Os idosos s&o grupo de risco para deficiéncia moderada de Cbl devido as mudancas
idade-dependentes no epitélio gastrico, causando incapacidade de absorver adequadamente os
alimentos com Cbl **°,

Na presenga de deficiéncia grave de uma das vitaminas (Cbl e/ou AF), ou de ambas,
pode ocorrer a anemia megaloblastica, que tem como causa a alteracao na sintese de DNA.
Outra causa de anemia megaloblastica é o uso de farmacos, tais como antifolatos
(Metotrexato), analogos de purina (Aciclovir), analogos de pirimidina (Zidovudina), inibidores de
ribonucleotideo redutases (Hidroxiureia, Citarabina), anticonvulsantes (Fenitoina, Fenobarbital),
inibidores da bomba de protons (H+/K+-ATPases, Omeprazol e Lansoprazol). Esta anemia
também pode ocorrer devido a erros inatos, tais como erros do metabolismo da Cbl *® e do
folato'.

A anemia megaloblastica é caracterizada pela presenca de pancitopenia e de eritrdcitos
macrociticos, além de hipersegmentacao dos neutrdfilos no sangue periférico. A medula dssea
de pacientes com anemia megaloblastica é hipercelular, com hiperplasia de série vermelha,
razdo alterada de precursores granulociticos/precursores eritroides (razao G/E) de 1:1 e
presenca de assincronismo de maturacao nos precursores dos eritrécitos, de granuldcitos e das
plaquetas '. Na anemia megaloblastica, todos os precursores das células hematopoéticas
apresentam maior tamanho e cromatina nuclear frouxa. E comum o achado de metamieldcitos
e neutrdfilos bastonetes gigantes, porém os megacaridcitos podem estar anormalmente
grandes, com granulacdo deficiente no citoplasma. A taxa de apoptose das células precursoras
na medula dssea é elevada e ocorre hematopoese ineficaz !.

Como as deficiéncias de AF e Cbl s3ao as causas mais frequentes de anemia

megaloblastica, o diagnostico exato do tipo de deficiéncia é necessario. Alguns metabdlitos

relacionados as vias da remetilagdo e transulfuracdo da homocisteina e também o MMA sao
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utilizados como marcadores de deficiéncia funcional da Cbl e do AF (Quadro 4). Estes
marcadores sdo Uteis para diferenciar as duas deficiéncias, uma vez que a analise morfoldgica
do aspirado de medula dssea (mielograma) ndo permite esta diferenciagao.

Na anemia megaloblastica por deficiéncia de Cbl ndao se deve administrar AF como prova
terapéutica, uma vez que o uso terapéutico de AF pode agravar o quadro neuroldgico e

7

acarretar lesdes irreversiveis *’. Portanto, o diagndstico da deficiéncia vitaminica é essencial.

Quadro 4 — Marcadores bioquimicos de deficiéncias funcionais de cobalamina e acido fdlico

Marcadores bioquimicos

Cbl Aumento do MMA, tHcy, cistationina e N,N-dimetilglicina e
valores normais de metionina e N-metilglicina 3/ 146: 158

AF Aumento de tHcy, cistationina, N, N-dimetilglicina e N-metilglicina e
valor normal de MMA 143/ 146 158; 159

Cbl: cobalamina, AF: acido félico

Na Figura 6, estdo apresentadas as enzimas e os metabdlitos das vias de metilacao,
transulfuracdo e acao da betaina no metabolismo da homocisteina, bem como o papel da
metionina como precursor da S-adenosil-metionina (SAM), que € um potente doador de grupo
metil para metilagdo de &cidos nucleicos, proteinas, lipidios e creatina **°.

Em estudos experimentais com suinos que tiveram a inativacdo da Cbl através de
exposicao a Oxido nitroso mostrou-se que as concentracdes de S-adenosil-homocisteina (SAH)

estavam aumentadas, enquanto as concentracoes de SAM estavam reduzidas, alterando a razao
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161 " Entretanto, ndo era

SAM/SAH, que pode ser um marcador de deficiéncia desta vitamina
conhecido o efeito desta vitamina na razao SAM/SAH em humanos.
Com base nesta informacdo, um estudo realizado pelo nosso grupo avaliou as
concentracdes de SAM, SAH, MMA, tHcy, metionina, cistationina, N,N-dimetilglicina, N-
metilglicina e acido 2-metilcitrico em pacientes que apresentavam anemia, macrocitose e
citopenias no sangue periférico. Foi utilizado o seguinte critério para caracterizar a deficiéncia
de Cbl: tHcy >13,9 umol/L, concentracdao de MMA >271 nmol/L e maior do que a concentragao
de acido 2-metilcitrico e Cbl sérica < 350 pg/mL (< 258 pmol/L). Dentre os pacientes, 15
confirmaram anemia megaloblastica por deficiéncia grave de Cbl e nos 19 pacientes restantes a
causa da anemia era outra. Porém, o fato mais supreendente foi encontrar 7 dos 15 pacientes
com deficiéncia grave de Cbl fazendo uso terapéutico de AF por intervalos de uma semana até
um ano antes da coleta do sangue para este estudo (Anexo 2). Nos 15 pacientes foi observado
aumento de MMA, tHcy, cistationina, acido 2-metilcitrico, N,N-dimetilglicina e de SAH, e
reduzida razdo SAM/SAH (razdo de 2,5), acompanhado de pancitopenia, redugdao do
hematdcrito e aumento do volume corpuscular médio (VCM). Nossos resultados mostraram que
a razao SAM/SAH pode ser um marcador de deficiénca de Cbl juntamente com MMA, tHcy e
Holo-TC * (Anexo 2).
Os 15 pacientes foram tratados com ciano-Cbl intramuscular; apds o tratamento, os
pacientes foram recrutados para repetir os exames. Dos 15 pacientes com anemia

megaloblastica, 10 retornaram. Esses pacientes apresentaram melhora no quadro

hematoldgico, com excecdo do nimero de plaquetas ** (Figura 7).
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Figura 6— Metabolismo da homocisteina e da metionina.

| Cisteina | + | a-cetobutirato

THF: tetraidrofolato, BHMT: betaina-homocisteina metiltransferase, DMGO: dimetilglicina deidrogenase,

FAD: dinucleotideo de adenina flavina. As vitaminas estdo marcadas em quadrados azuis.

Fonte: Stabler et a/. (1988)* e Guerra-Shinohara et .

(2007)%
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Figura 7 — Parametros hematoldgicos de pacientes com anemia megaloblastica por deficiéncia

grave de cobalamina (n=10), antes e apds tratamento com ciano-Cbl *.

Valores apresentados como médias e desvio-padrao e comparados por teste t de Student pareado. VCM:

volume corpuscular médio.

As concentragdes dos metabdlitos diminuiram 34 vezes para o MMA; 12 para tHcy; 7,2

para o acido 2-metilcitrico; 3,3 para cistationina e 1,9 para o SAH. Enquanto que a razao

SAM/SAH aumentou 1,6 vezes. Nao houve diferenca significativa entre as concentragdes antes

e apds o tratamento para a metionina, SAM, N-metilglicina e N,N-dimetilglicina * (Figuras 8 e

9).
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Figura 8 — Concentracoes de MMA, tHcy, metionina, SAM, SAH, razao SAM/SAH de pacientes

com anemia megaloblastica por deficiéncia grave de cobalamina (n=10), antes e apds
tratamento com ciano-Cbl **.

Valores apresentados como médias e desvio-padrdo e comparados por teste t de Student pareado. MMA:
acido metilmal6nico; tHcy: homocisteina total; SAM: S-Adenosil-metionina; SAH: S-Adenosil-

homocisteina.
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Figura 9 - Concentracdes de cistationina, acido 2-metilcitrico, N,N-dimetilglicina e N-
metilglicina de pacientes com anemia megaloblastica por deficiéncia grave de cobalamina

(n=10), antes e apds tratamento com ciano-Cbl *.

Valores apresentados como médias e desvio-padrdo e comparados por teste t de Student pareado.

2.3. Polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo da cobalamina

Embora varias proteinas estejam relacionadas ao transporte da Cbl %

, polimorfismos
no gene da transcobalamina II sdo os mais estudados devido aos seus efeitos bioldgicos. Varios
polimorfismos foram descritos no gene da TCII: c.67A>G (presente no exon 2), c.280G>A

(exon 3), ¢.701A>G (exon 5), c.776C>G (exon 6), c.1043C>T (exon 7) e ¢.1196G>A (exon 8)

148; 162
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O polimorfismo 7C2 ¢c.776C>G (rs1801198) causa a substituicdo de uma prolina por
uma arginina na posicao 259 da TCII e foi relacionado a menores concentracdes de Holo-TC no
sangue. Foi mostrado que mulheres portadoras de genétipo homozigoto mutado (776GG) para
o polimorfismo 7C2 c.776C>G apresentaram menores concentracdes de Holo-TC (34,8 + 24,9
pmol/L) quando comparadas as mulheres com genétipo heterozigoto (48,8 + 33,2 pmol/L) e
aquelas com gendtipo 776CC (61,8 + 35,6 pmol/L) '**. Também foram encontradas maiores
concentragdes de Holo-TC em idosos com gendétipo ancestral (776CC) para o polimorfismo 7C2
€.776C>G, quando comparadas com as concentracdes de Holo-TC em portadores de gendtipos
776CG e 776GG '*.

O polimorfismo 7C2 c.67A>G (rs9606756) causa a troca de uma valina por uma
isoleucina na posicao 23 da proteina TCII. A frequéncia do alelo 7C2 67G variou entre 13 e 14

% em populagdes de individuos saudaveis 1% 162

e 14% em maes irlandesas de criangas com
DFTN ®°, Em um estudo conduzido com 190 pacientes que apresentavam cardiopatia ou
alteracdes vasculares foi observado que individuos com gendtipos 7C2 67AA e 67AG
apresentavam maiores valores de tHcy do que individuos com genétipo 67GG ¢,

A mutagao 7C2 c.701A>G (rs145641025) causa a troca de uma glutamina por uma
arginina na posicdo 234 da TCII ¢, Li et a/. (1993) sugerem que essa mutacdo pode estar
relacionada com a diminuicao de funcao da TCII devido a substituicdo de um aminoacido
neutro por um residuo de arginina **’. Segundo esses autores, a substituicio de um aminoacido
neutro alteraria a estabilidade conformacional do sitio de ligagdo para Cbl na TCII, impedindo
essa ligacao. Assim, a Cbl ndo seria absorvida pelas células, causando deficiéncia dessa

vitamina. No entanto, esta mutacdo € muito rara, ndo sendo encontrada em individuos

saudaveis, maes e criancas com DFTN e em pacientes com doenca vascular (coronaria,
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) 148; 162; 168

periférica e cerebral A mutagdo 7C2 c.701A>G também nao foi encontrada em

estudo realizado por nossa equipe com 369 mulheres brasileiras .

3. HOMOCISTEINA

A homocisteina é um aminoacido sulfurado que ndo faz parte de proteinas e participa
em duas vias metabdlicas: a remetilacio e transulfuracio °. Na via de remetilacdo, a
homocisteina recebe um grupo metil do 5-metil-THF, em presenca da enzima MTR e da metil-
Cbl, formando metionina e THF, enquanto a metionina sintase redutase (MTRR) catalisa a
reducao da Cbl oxidada (cob(II)alamina) a metil-Cbl, usando a SAM como doador de

[ 171

grupamento meti e mantendo as concentracdes de metil-Cbl necessarias para serem

utilizadas pela MTR na reagdo de metilacao da homocisteina a metionina (Figura 6).

3.1 Polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo da homocisteina

Alteracdes nos genes MTR e MTRR podem acarretar redugdo nas atividades das
enzimas e levar ao acumulo de tHcy no plasma 72,
O polimorfismo M7R c.2756A>G (rs1805087) causa a substituicao de glicina por acido

aspartico na posicido 919 da enzima MTR "3, Esta substituicio ocorre préximo ao sitio de

3

ligacdo da metil-Cbl na MTR '”*, reduzindo a atividade da enzima '”®. Foi também sugerido que

esta alteracdo de aminoacidos modifica a estrutura secundaria da proteina MTR, acarretando

consequéncias funcionais na enzima *”°. Este polimorfismo foi associado ao maior risco se de ter

176

espinha bifida e sindrome de Down . O gendtipo MTR 2756AA é encontrado em
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aproximadamente 60% e 64%, respectivamente, da populacdo caucasiana da Irlanda ’® e das

I 179

mulheres gravidas no Brasil **, e foi relacionado ao modesto, mas significante, aumento nos

valores de tHcy plasmatica 178 17°,
Ja o polimorfismo MTRR c.66A>G (rs1801394) causa a substituicdo de uma isoleucina
por uma metionina na posicdo 22 da enzima MTRR ¥, Este polimorfismo foi associado ao maior

176 180; 181; 182 & de sindrome de Down ®% 8%, Portadores de gendtipo

risco de espinha bifida
MTRR 66AA apresentaram aumento significativo nos valores de tHcy quando comparados com
portadores com os demais gendtipos 2, porém outros estudos ndo confirmaram este achado
180: 185 por sua vez, o gendtipo materno MTRR 66GG foi associado as baixas concentracbes de
Cbl, aumentando o risco para DFTN em recém-nascidos .

Ja no gene da enzima cistationina beta sintase (CBS), a insercao de 68 pares de bases
(CBS 844ins68, rs1789953) no exon 8 do gene ndo foi associada as alteracdes nas
concentracdes de tHcy em varios estudos 8 187 188: 1o entanto, esta mutacdo foi identificada
como fator de risco para doenca arterial '*. A combinacdo entre a variante da mutacdo CBS
844ins68 e o gendtipo MTHFR 677TT foi associada ao maior risco de trombose ' e ao inicio

precoce da doenca oclusiva arterial e venosa '°!

. Estudo brasileiro realizado em Campinas
mostrou que as concentracdoes de tHcy estavam baixas em criangas portadoras de gendtipos
68WI/677TT quando comparadas com aquelas criancas portadoras de gendtipos 68WW/677TT

para os polimorfismos CBS 844ins68 e MTHFR c.677C>T %,
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4. ALTERAGOES NO METABOLISMO DO ACIDO FOLICO E DA COBALAMINA
EM MULHERES

As mulheres em idade reprodutiva necessitam de concentracdes séricas adequadas de
folato e de Cbl, pelo fato dessas duas vitaminas serem importantes na duplicagao celular e
participarem do metabolismo da homocisteina.

A deficiéncia de folato foi associada a complicacOes obstétricas (pré-eclampsia,
descolamento prematuro da placenta e abortamento espontaneo) ® 2 e malformacdes fetais

®1; 198 enquanto a deficiéncia de cobalamina foi associada a sinais de desmielinizacdo,

geralmente no corddo espinhal*?

. Além disso, a falta de Cbl na dieta da mae durante a gestacao
pode ser apontada como uma causa de retardo na mielinizacdo do sistema nervoso do feto *2. A

deficiéncia de Cbl também foi associada ao DFTN %4,

111; 120; 122; 175 195 193; 196; 197; 198 foram

Fatores genéticos , ambientais e nutricionais
associados a etiologia dos DFTN. Apesar das baixas concentracdoes de folato (sérico e
eritrocitario) terem sido associadas a ocorréncia de DFTN, alguns estudos caso-controle nao
encontraram esta associacdo. Esta controvérsia poderia ser decorrente de limitacdes nos
métodos para determinacao das concentracoes de folato. Com base nessa hipdtese, realizamos
um estudo em que foram determinadas as concentracOes de folato sérico, utilizando dois
métodos diferentes em amostras de soro de gestantes portadoras de fetos com DFTN e de
gestantes que apresentavam a mesma idade gestacional, porém com fetos normais. Como
resultado, um dos métodos apresentou diferenca significativa nas concentracdes de folato
sérico entre os casos e os controles.No outro método, esta diferenca ndo foi observada. Este

achado mostra que os dados conflitantes da literatura podem ser atribuiveis aos diferentes

métodos utilizados para dosagem do folato ' (Anexo 3).
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ComplicagOes vasculares na gravidez sdo as principais causas de morbidade materna e
fetal e de mortalidade. Acredita-se que a origem esteja relacionada a placentacdo precoce, um
processo que envolve a invasdo do trofoblasto e a angiogénese, porém, também é dependente
das fungdes vascular e endotelial 2.

Estudos experimentais mostraram que concentracdes moderamente elevadas de tHcy
(16 a 24 pmol/L) podem induzir o estresse oxidativo e citotdxico 2°’. A homocisteina tem efeito
teratogénico em camundongos *%?; também foi descrito que tHcy em altas concentracdes pode
interagir com determinantes genéticos hemostaticos, aumentando o potencial trombogénico em

estudos com cultura de células *®® e em modelos animais 2**

; e pode ainda alterar a razao
SAM/SAH 2%,

Em humanos, a concentracdo elevada de tHcy foi relacionada as complicacdes na
gravidez *°® e as perdas fetais recorrentes 2%’ %, A homocisteina pode danificar a superficie
endotelial dos vasos deciduais e coribnicos, por geracao de espécies reativas de oxigénio,
levando ao detrimento da funcdo da placenta ou da perfusao materna uteroplacentaria e um
ambiente pré-trombdtico 2% 219,

Fisiologicamente, as concentracdes de tHcy sdo mais baixas durante a gestacdo e nos

recém-nascidos (RN) quando comparadas as concentracdes em mulheres nao gravidas (Tabela

1 e Figura 10).
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4.1. Estado de cobalamina e folato em mulheres nao gravidas

No Brasil, sao raros os estudos que avaliaram o metabolismo do AF e da Cbl em
mulheres saudaveis e nao gravidas utilizando marcadores funcionais das deficiéncias, bem
como descrevendo as concentracdoes de metabdlitos das vias de remetilacdo e transulfuracdo da
homocisteina do MMA, SAM e SAH. A avaliacdo do perfil bioquimico das vitaminas (AF, Cbl e
vitamina B6) em mulheres saudaveis faz-se necessaria para se verificar o perfil nutricional e o
risco de se ter complicaces na gravidez ou de se gerar criangas malformadas.

Em 2003, antes da implantacdo do programa de fortificacdo de farinhas de trigo e
milho com AF, nossa equipe analisou as frequéncias de anemia e de deficiéncias de AF, Cbl e
ferro em mulheres saudaveis, sendo constatado que a deficiéncia de ferro foi a mais frequente,

seguida pela de Cbl e de folato > (Figura 11 e Anexo 4).



35.01
32.5
30.04
27.54
25.0
22.5
20.04
17.54
15.04
12.54
10.04

7.5

Frequéncias (%)

5.0
2.5
T T T
g & < 2
& <& & &
v.o 9 \0 <(
& o 2
& o ¢
. o
¥ (9 &
N g o
() ) A
Q ,{q,° 2
&
Q

38

Figura 11 —Frequéncias de deficiéncias de ferro,
de cobalamina e de folato em 102 mulheres
saudaveis e ndo gravidas, 2003.

Critérios adotados:

Anemia (hemoglobina 12,0g/dL)

Deficiéncia de ferro (ferritina < 12 ug/L),

Deficiéncia funcional cobalamina (Cbl <258 pmol/L,
MMA >271 nmol/L e concentracado de MMA maior do
gue os valores de acido 2-metilcitrico),

Deficiéncia funcional de folato (folato sérico <13,6
nmol/L, tHcy>13,9 umol/L e MMA< 271 nmol/L)

Fonte: Barbosa et al., (2008)°

Neste estudo também foram determinadas as concentracdes médias de vitaminas (Cbl

e folato) e de metabdlitos (MMA, tHcy, metionina, SAM, SAH, cistationina, N,N-dimetilglicina, N-

metilglicina e &cido 2-metilcitrico) °. Estes dados sdo importantes para a comparacdo de

resultados obtidos em outros estudos apds a implantagdo do programa de fortificagdo, bem

como para a comparacao e o entendimento do processo fisioldgico que ocorre em mulheres

durante a gestacdo (Tabela 1).
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Tabela 1 — Concentragdes de vitaminas e de metabdlitos em mulheres nao gravidas

Variaveis N3o gravidas ® Valores de Referéncia
N=102 158; 459; 211
Cbl (pmol/L) 255 (234-278) > 258
Folato sérico (nmol/L) 15,2 (14,1-16,4) > 11,3
MMA (nmol/L) 202 (181 - 226) 73 -271
tHcy (pmol/L) 84 (7,9-8,9) 54-139
Cistationina (nmol/L) 167 (156 - 179) 44 - 342
Acido 2-metilcitrico (nmol/L) 139 (133 - 146) 60 - 228
Cisteina (umol/L) 265 (259 - 272)
Metionina (umol/L) 28,5 (26,6 - 30,5) 13-45
Glicina (umol/L) 231 (218 - 244)
Serina (umol/L) 124 (120 - 129)
N, N-dimetilglicina (umol/L) 4,1 (3,8 -4,5) 1,4-5,3
N-metilglicina (umol/l) 14 (1,3-1,5) 0,6 -2,7
SAH (nmol/l) 17,2 (15,5-19,0) 8-26
SAM (nmol/I) 79,7 (76,0 - 83,6) 71 - 168
Razao SAM/SAH 4,6 (4,2-5,1) 44a124

Cbl: cobalamina; MMA: acido metilmalonico; tHcy: homocisteina total; SAM: S-adenosil-metionina;
SAH: S-adenosil-homocisteina. Os dados apresentados na tabela sdo médias geométricas e IC
95%.



40

4.2 Estado de cobalamina e folato em gestantes
4.2.1. Parametros hematologicos e bioquimicos no periodo gestacional
Tendo em vista a necessidade de dados sobre as gestantes brasileiras, nosso grupo

realizou um estudo prospectivo com mulheres atendidas no Servico de Pré-Natal em dois
centros de salde na cidade de Sao Paulo. No momento da coleta do sangue, um questionario
foi aplicado a gestante, contendo a informacao sobre o uso de medicamentos e/ou
suplementacdo vitaminica, bem como foi feito avaliacgdo do consumo alimentar, utilizando trés
inquéritos recordatorios de 24 horas (IR24h), sendo um IR24h em cada idade gestacional: 163,
282 e 362 semanas. Todos os resultados, incluindo as dosagens das vitaminas, foram enviados
aos Centros de Saude e anexados aos prontuarios das gestantes, permitindo a intervengao pelo
médico responsavel. Ao analisar os dados, observou-se que, ao contrario do preconizado na
literatura, nenhuma das gestantes fez uso de suplementacao com acido félico no periodo pré-
gestacional; que 56 gestantes declararam ndo ter tomado medicamentos contendo AF e/ou
polivitaminicos durante a gestacdo (grupo 1) e que 46 gestantes declararam ter tomado
medicamentos com esta vitamina (grupo 2). Desse modo, as andlises foram feitas considerando
estes dois grupos. Os resultados obtidos confirmaram a queda do numero das células
sanguineas (eritrécitos e plaquetas), bem como dos valores do hematdcrito e da hemoglobina
em ambos os grupos (Tabela 2). Em relacao aos parametros bioquimicos, as concentracdes de
creatinina aumentaram ligeiramente durante a gravidez, enquanto as demais diminuiram
(Tabela 2).

As concentragbes de cobalamina diminuiram durante a gravidez nos dois grupos de
mulheres. Foi descrito, na literatura, que a queda ocorre devido as alteracdes na ligacao da HC-

21

Cbl estando a absorcdo intacta ?'°. Cabe salientar que o estudo citado anteriormente foi
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realizado na Dinamarca, local em que ha uma politica de sadde publica que prevé a
suplementacao vitaminica antes e durante a gestacao.

Para o folato sérico, ndo houve diferenca significativa nas trés idades gestacionais
apenas no grupo 1. A diferenga encontrada nas concentracoes de folato sérico no grupo 2 foi
decorrente do uso de suplementos contendo AF no inicio da gravidez. O grafico que representa
o folato eritrocitario mostra o aumento das concentracdes na idade gestacional de 28 semanas
nas mulheres do grupo 2, confirmando que as concentracdes de folato nos eritrdcitos
representa a incorporacao desta vitamina num periodo anterior, no caso, no inicio da gravidez.
Ja as concentragdes de vitamina B aumentaram durante a gravidez nos dois grupos (Figura
12).

As concentragoes de tHcy, MMA, SAH e SAM foram maiores na idade gestacional de 36
semanas, quando comparadas as concentracdes na idade gestacional de 16 semanas (Figura

13).
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Tabela 2 — Concentracdo de parametros hematoldgicos e bioquimicosde mulheres gravidas em

trés idades gestacionais

Idades gestacionais (semanas)

162

282

362

Variaveis hematoldgicas*

Grupo 1

Grupo 2

Eritrécitos (x 10'%/L)
Hemoglobina (g/dL)
Hematdcrito (%)
VCM (fL)

Leucdcitos (x 10°/L)
Plaquetas (x 10°%/L)

Eritrécitos (x 10*%/L)
Hemoglobina (g/dL)
Hematdcrito (%)
VCM (fL)

Leucdcitos (x 10%/L)
Plaquetas (x 10°/L)

Variaveis bioquimicas*

Grupo 1

Grupo 2

Ureia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
AST (U/L)

ALT (U/L)

Proteinas totais (g/dL)
Albumina (g/dL)

Ureia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
AST (U/L)

ALT (U/L)

Proteinas totais (g/dL)
Albumina (g/dL)

4,22 (4,14 - 4,30)°
12,1 (11,8 - 12,3)°
36,5 (35,8 — 37,0)°
86,3 (85,3 — 87,4)°
8,7 (8,0 — 9,5)°
228 (214 - 242)°

4,16 (4,06 — 4,26)°
11,8 (11,5 - 12,1)°
35,7 (34,9 - 36,6)°
86,0 (84,5 — 87,4)°
8,7 (8,2-9,2)
208 (196 — 222)°

16,7 (15,6 — 17,8)°
0,70 (0,68 — 0,73)°
19,6 (18,3 — 20,9)
16,0 (14,1 — 18,1)°
6,6 (6,5 — 6,7)°
3,8 (3,7 -3,9)

17,9 (16,7 — 19,3)°
0,67 (0,63 - 0,70)
18,9 (17,6 — 20,4)°
14,6 (12,8 - 16,7)°
6,7 (6,6 — 6,8)°
4,0 (3,9 - 4,0)°

4,03 (3,95 - 4,12)°
11,7 (11,5 - 12,0)°
35,5 (34,8 — 36,0)°
87,9 (86,8 — 89,0)°
9,4 (8,6 — 10,7)°
218 (206 — 235)°

3,91 (3,81 — 4,01)°
11,4 (11,1 - 11,7)°
34,5 (33,8 - 35,3)°
88,3 (86,8 — 89,9)°
9,0 (8,4-9,8)
194 (192 — 206)°

15,5 (14,4 - 16,7)°
0,69 (0,66 — 0,73)°
18,2 (16,7 — 19,8)*°
14,1 (12,4 - 16,0
6,4 (6,3 - 6,5)°
3,7 (3,6 - 3,8)°

16,9 (15,6 — 18,4)
0,64 (0,59 - 0,68)
16,5 (15,3 - 17,8)°
11,6 (10,3 - 13,1)°
6,5 (6,3 - 6,6)"
3,7 (3,6 -3,8)°

3,96 (3,96 — 4,16)°
11,7 (11,4 - 12,0)°
35,4 (34,6 — 36,2)°
86,9 (85,5 —88,3)°
9,2 (8,5-9,6)*°
204 (190 - 220)°

3,98 (3,86 — 4,10)°
11,6 (11,2 - 11,9)*°
35,0 (34,0 — 35,9)*°
87,8 (86,0 — 89,7)°
8,6 (8,1-9,2)
186 (170 — 203)°

14,9 (13,7 - 16,3)°
0,75 (0,71 - 0,79)°
17,6 (16,2 — 19,1)°
11,7 (10,3 - 13,2)°
6,3 (6,2 — 6,4)°
3,5 (3,5 - 3,6)°

15,1 (13,9 - 16,4)°
0,66 (0,62 - 0,71)
18,2 (16,1 - 20,6)*°
12,7 (11,0 - 14,7)*°
6,3 (6,2 - 6,5)°
3,6 (3,6 -3,7)°

< 0,001
0,001
0,006
0,002
0,012
0,001

< 0,001
0,004
0,006

< 0,001
0,253

< 0,001

0,007
< 0,001
0,020
< 0,001
< 0,001
< 0,001

0,001
0,199
0,049
0,006
< 0,001
< 0,001

VCM - volume corpuscular médio, AST — aspartato aminotransferase, ALT — alanina aminotransferase.
Os dados s3o médias geométricas e intervalo de confianca de 95% entre parénteses.
Grupo 1: gestantes sem suplementacdocom acido folico e/ou polivitaminicos (N= 56). Grupo 2:
gestantes que fizeram uso de suplementacdo com &cido fdlico e/ou polivitaminicos (N= 46). Valores
transformados em log devido a auséncia de distribuicdo normal. Valores apresentados como média
geométrica (IC 95%) e comparados por ANOVA para medidas repetidas. Grupos com letras diferentes
na linha sao significativamente diferentes (P<0,05) conforme o teste de perfil de contrastes.
Fonte: Kubota (2008) %3
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Figura 12 — Médias geométricas (IC 95%) das concentracdoes de cobalamina sérica, vitamina
B6, folato sérico e folato eritrocitario; no grupo 1 (N = 56) (circulo vazado e linha tracejada,
o) eno grupo 2 (N = 46) (circulo fechado e linha preenchida, —e—).

Comparagdo entre grupos: A) P=0,837; B) P<0,001; C) P<0,001; D) P<0,001. Efeito da interagao grupos
versus tempos: A) P=0,749; B) P=0,570; C) P=0,231; D) P=0,054. Os valores de P apresentados no
grafico correspondem a comparagao dos valores das varidveis segundo as idades gestacionais dentro de

cada grupo. Fonte: Kubota (2008) %3,
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Figura 13 — Médias geométricas (IC 95%) das concentracdes de tHcy, MMA, SAH, SAM, razao
SAM/SAH e metionina; no grupo 1 (N = 56) (circulo vazado e linha tracejada, o) e no grupo
2 (N = 46) (circulo fechado e linha preenchida, —e—).
Comparagdo entre grupos: A) P=0,336; B) P=0,591; C) P=0,080; D) P=0,934; E) P=0,029; F) P=0,948.
Efeito da interacao grupos versus tempo: A) P=0,232; B) P=0,482; C) P=0,247; D) P=0,231; E)
P=0,074; F) P=0,933. Os valores de P apresentados nos graficos correspondem a comparacdo dos
valores das variaveis segundo as idades gestacionais dentro de cada grupo. Fonte: Kubota (2008) 2.
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4.3. Estado de cobalamina e folato no binomio mae e recém-nascido

Tendo em vista que o estado nutricional adequado da mulher é importante para o
desfecho da gravidez, avaliamos as concentracdes de AF, Cbl e homocisteina no binbmio mae e
recém-nascido. O nosso objetivo foi determinar o efeito das baixas concentragdes de vitaminas
(AF e Cbl) no binémio, com a finalidade de responder a seguinte pergunta: As baixas
concentracOes de Cbl estdo associadas com alteracdes no metabolismo materno e neonatal?

Com base nesta argumentagao, nosso grupo avaliou as concentragdes de Cbl, folato e
tHcy em 69 mulheres saudaveis no momento do parto (idades gestacionais entre 382 e 422
semanas de gravidez) que nao tinham complicacdes ao longo da gravidez, e foi coletado
sangue de corddo umbilical para avaliar os seus recém-nascidos (RN) ° (Anexo 5).

No Quadro 5 sdo apresentados os principais resultados desse estudo.

Quadro 5 - Principais resultados do estudo com o bindmio mae e recém-nascido

Grupos de parturientes Achados

Cbl <169 pmol/L Aumento de tHcy materna
Diminuigdo Cbl em recém-nascidos

Cbl £133,5 pmol/L Aumento de tHcy em RN

Fonte: Guerra-Shinohara et a/, 2002 *°

Esses dados mostram que valores maternos reduzidos de Cbl estdao associados com as
alteragdes no metabolismo materno e neonatal. No entanto, ndo eram conhecidos os efeitos
das concentracOes baixas de Cbl nas concentracoes de outros metabdlitos, especialmente na
SAH e na SAH.

Com a finalidade de agregar mais informagdes aos conhecimentos ja adquiridos sobre

os marcadores bioquimicos durante a gravidez, um novo estudo foi realizado por nossa equipe



46

com outras 119 parturientes e seus RN 1. Neste estudo, foram coletadas amostras de sangue
das veias da placenta na face fetal para representar os RN e foram determinadas as
concentracoes de vitaminas (Cbl, folato sérico e eritrocitario) e de metabdlitos (tHcy, MMA,
SAM, SAH, razdo SAM/SAH, metionina, cistationina, acido 2-meticitrico, cisteina, glicina, serina,
N,N-dimetilglicina e N-metilglicina) !*. Como mostrado na Tabela 3, foram observadas
correlagdes significativas entre as concentragdes maternas e neonatais para todos os
parametros avaliados, sendo que os RN apresentaram maiores concentracoes de vitaminas e
metabdlitos, quando comparadas com as concentracdes maternas, com excegao de tHcy,
cisteina, razdo SAM/SAH e cisteina !' (Anexo 6).

As concentracdes neonatais de folato sérico, SAM e SAH foram, em média, duas vezes
maiores que as encontradas em suas maes, possivelmente para compensar a grande taxa de
duplicacao celular do neonato (Tabela 3).

A distribuicao das parturientes em grupos segundo as concentracdes de Cbl (em
quartis) mostrou que mulheres com menores concentracdes de Cbl (<102 pmol/L)
apresentaram menores concentracdes de folato sérico, SAM, razao SAM/SAH e metionina; e
maiores de tHcy e SAH quando comparadas as concentracoes de mulheres com valores de Cbl
> 163 pmol/L (ou = 221 pg/mL). J& os RN cujas mades tinham menores valores de Cbl
apresentaram menores concentracoes desta vitamina; e razao SAM/SAH; e maiores de tHcy e
MMA (tendéncia, P=0,08), quando comparadas com as concentracdes de RN cujas maes tinham

Cbl > 163 pmol/L '(Quadro 6).
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Tabela 3 - Concentracdo de vitaminas e de metabdlitos no bindmio méae e recém-nascido **

Variaveis Parturientes Recém-nascidos  Correlacao P

R
Cbl, pmol/L 130 (122 - 138) 205 (186 — 225) 0,570 <0,001
(n = 117)
Folato sérico, nmol/L 12,9 (12,0 — 14,0) 30,9(29,8-32,1) 0,409 <0,001
(n =112)
MMA, nmol/L 200 ( 185 - 216) 308 ( 289 — 328) 0,693 <0,001
(n =110)
tHcy, pmol/L 6,5 (6,1 — 6,9) 5,8 (5,4 - 6,1) 0,753 <0,001
(n=110)
Cistationina, nmol/L 197 (183 - 212) 314 ( 290 — 340) 0,728 <0,001
(n =110)
Acido 2-metilcitrico, 115 (109 - 121) 177 (170 — 185) 0,478 <0,001
nmol/L (n = 109)
Cisteina, pmol/L 191 (185 - 196) 181 (176 — 187) 0,432 <0,001
(n=110)
Metionina, pmol/L 16,9 (16,2 -17,5) 26,3 (25,4 —27,3) 0,394 <0,001
(n =110)
Glicina, pmol/L 190 ( 182 —199) 281 (271 - 292) 0,474 <0,001
(n =110)
Serina, pmol/L 136 ( 131 — 141) 155 (151 — 160) 0,417 <0,001
(n=110)
N, N-dimetilglicina, 2,8 (2,5-3,1) 3,7 (3,4 —4,1) 0,936 <0,001
pmol/L (n = 110)
N-metilglicina, pmol/L 0,6 (0,6 — 0,7) 0,9 (0,9 - 1,0) 0,826 <0,001
(n=110)
SAH, nmol/L 22 (20 — 23) 52 (48 - 57) 0,219 0,023
(n = 107)
SAM, nmol/L 75 (70 - 81) 176 (164 — 190) 0,219 0,024
(n = 105)
Razao SAM/SAH 3,5(3,1-3,9 3,4(3,1-3,7) 0,288 <0,001
(n=105)

Cbl: cobalamina, MMA: &cido metilmal6nico, tHcy: homocisteina total, SAH: S-adenosil-homocisteina,
SAM: S-adenosil-metionina.Fonte: Guerra-Shinohara et a/.,, 2004

Os dados obtidos confirmaram os achados anteriores de nosso grupo !°, de que as
baixas concentracdes de Cbl maternas estao associadas as alteracdes tanto no metabolismo
materno como no neonatal. Porém, o achado mais importante deste estudo foi a constatagao

de que os valores da razao SAM/SAH estavam baixos tanto nas parturientes com Cbl < 102
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pmol/L como em seus RN !, Este achado é importante e preocupante, pois concentracdes
elevadas de SAH inibem muitas metiltransferases dependentes de SAM *¢°,

Como dado inédito nesse estudo, observaram-se valores reduzidos da razdo SAM/SAH
nas parturientes com concentracdes baixas de Cbl e em seus RN ! (Anexo 6). Esses valores da
razao no bindbmio mae e recém-nascido sdao semelhantes aqueles encontrados no estudo com
pacientes com anemia megaloblastica devido a deficiéncia grave de Cbl, cujos valores da razao
foram corrigidos apds o tratamento com ciano-Cbl ¥ (Anexo 2).Desse modo, nosso estudo
sugere que a Cbl materna é importante para manutencao das reacdoes de metilagdo tanto no

seu proprio metabolismo como no de seu concepto.

Quadro 6 —Efeitos da deficiéncia de cobalamina materna no metabolismo materno e neonatal

Cbl materna Efeitos no metabolismo

Materno

Cbl < 102 pmol/LvsCbl > 163 pmol/L Diminuicdo de folato sérico, metionina, SAM e
razao SAM/SAH
Aumento de tHcy e SAH

Neonatal

Diminuicdo de Cbl e razdo SAM/SAH
Aumento de MMA e tHcy

Fonte: Guerra-Shinohara et a/., 2004 !
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4.4, Marcadores moleculares relacionados ao estado de cobalamina e folato

4.4.1. Polimorfismos genéticos relacionados ao metabolismo do acido félico, da
cobalamina e da homocisteina

Tendo em vista que a populacgo brasileira é muito miscigenada 1% 21% 216

e que alguns
polimorfismos genéticos sao mais frequentes em caucasoides, o conhecimento da distribuigao
de gendtipos e de alelos para os polimorfismos relacionados ao metabolismo do acido fdlico, da
cobalamina e da homocisteina numa determinada regido é desejavel, principalmente para efeito
de comparagao com outras regides do territorio nacional, e também com pacientes que
apresentam alguma morbidade que possa ser associada ao metabolismo destas vitaminas ou da
homocisteina.

Nas Tabelas 4, 5, 6 e 7, estao apresentadas as frequéncias de gendtipos e de alelos

para os principais polimorfismos associados ao metabolismo do AF, da Cbl e da homocisteina

em mulheres saudaveis obtidos em nossos estudos.
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Tabela 4 —Frequéncias de genodtipos e alelos para os polimorfismos MTHFR c.677C>T, MTHFR c.1298A>C e RFCI c.80G>A em

mulheres saudaveis

Mulheres saudaveis

Nao gravidas Nao gravidas Gestantes Parturientes Total de
(1) (2) 3) (4 mulheres
(1+2+3+4)
MTHFR c.677C>T N= 100 N= 264 N= 183 N= 376 N= 923
cC 33(33,0) 127 (48,1) 104 (56,8) 181 (48,1) 445 (48,2)
cT 53 (53,0) 111 (42,0) 68 (37,2) 156 (41,5) 388 (42,0)
T 14 (14,0) 26 (9,9) 11 (6,0) 39 (10,4) 90 (9,8)
Alelos
C 119 (59,5) 365 (69,1) 276 (75,4) 518 (68,9) 1278 (69,2)
T 81 (40,5) 163 (30,9) 90 (24,6) 234 (31,1) 568 (30,8)
MTHFR c.1298A>C N= 98 N= 264 N= 183 N= 376 N= 921
AA 59 (60,2) 152(57,6) 102 (55,7) 189 (50,3) 502 (54,5)
AC 33 (33,7) 99(37,5) 73 (39,9) 169 (44,9) 374 (40,6)
CC 6 (6,1) 13 (4,9) 8 (4,4) 18 (4,8) 45 (4,9)
Alelos
A 151 (77,0) 403 (76,3) 277 (75,7) 547 (72,7) 1378 (74,8)
C 45 (23,0) 125 (23,7) 86 (24,3) 205 (27,3) 464 (25,2)
RFC1 c.80G>A N= 101 N= 264 N= 183 N= 369 N= 917
GG 27 (26,7) 57 (21,6) 44 (24,6) 112 (30,4) 240 (26,2)
GA 52 (51,5) 153 (58,0) 94 (51,4) 175 (47,4) 474 (51,7)
AA 22 (21,8) 54 (20,4) 45 (24,0) 82 (22,2) 203 (22,1)
Alelos
G 106 (52,5) 267 (50,6) 182 (49,5) 399 (54,1) 954 (52,0)
A 96 (47,5) 261 (49,4) 184 (50,5) 339 (55,9) 880 (48,0)

Os dados sdo nimero de mulheres e a porcentagem esta entre parentéses. N: nimero de mulheres
Fonte dos dados: estudo (1): Barbosa et a/. (2008)°, estudo (2): Giusti (2012)”?, estudo (3): dados ndo publicados, estudo (4): Barbosa (2005)*”
e dados ndo publicados.
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Tabela 5 — Frequéncias de genotipos e alelos para os polimorfismos MTHFDI c.1958G>A, GCP2 c.1561C>T e MTR c.2756A>G em

mulheres saudaveis

Mulheres saudaveis

Ndo gravidas Ndo gravidas Gestantes Parturientes Total de mulheres
(1) (2) (3) (4) (1+2+3+4)

MTHFD1 c.1958G>A N= 264 N= 264
GG Nao determinado 88 (33,3) Nao determinado Nao determinado 88 (33,3)
GA 133 (50,4) 133 (50,4)
AA 43 (16,3) 43 (16,3)
Alelos
G 309 (58,5) 309 (58,5)
A 219 (41,5) 219 (41,5)
GCP2 c.1561C>T N= 264 N= 183 N= 447
CC Nao determinado 250 (94,7) 173 (94,5) Nao determinado 423 (94,6)
CcT 14 (5,3) 10 (5,5) 24 (54)
TT 0(0) 0(0) 0(0)
Alelos
C 514 (97,3) 356 (97,3) 870 (97,3)
T 14 (2,7) 10 (2,7) 24 (2,7)
MTR c.2756A>G N= 98 N=264 N=183 N= 365 N= 910
AA 56 (57,1) 174 (65,9) 116 (63,4) 236 (64,7) 582 (64,0)
AG 38 (38,8) 80 (30,3) 61 (33,3) 119 (32,6) 298 (32,7)
GG 4(4,1) 10 (3,8) 6 (3,3) 10 (2,7) 30 (3,3)
Alelos
A 150 (76,5) 428 (81,0) 293 (80,1) 591 (81,0) 1462 (80,3)
G 46 (23,5) 100 (18,9) 63 (19,9) 139 (19,0) 358 (19,7)

Os dados sdo nimero de mulheres e porcentagem esta entre parentéses. N: nimero de mulheres
Fonte dos dados: estudo (1): Barbosa et a/. (2008)°, estudo (2): Giusti (2012)"?, estudo (3): dados ndo publicados, estudo (4): Barbosa (2005)*'’

e dados ndo publicados.
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Tabela6 — Frequéncias de genodtipos e alelos para os polimorfismos M7RR c.66A>G e CBSrs1789953 em mulheres saudaveis

Mulheres saudaveis

Ndo gravidas Ndo gravidas Gestantes Parturientes Total de mulheres

(1) (2) (3) (4) (1+2+3+4)
MTRR c.66A>G N=100 N= 264 N=183 N=366 N= 913
AA 31 (31,0) 85 (144) 64 (35,0) 122 (33,3) 302 (33,1)
AG 46 (46,0) 144 (54,5) 81 (44,3) 171 (46,7) 442 (48,4)
GG 23 (23,0) 35 (13,3) 38 (20,8) 73 (19,9) 169 (18,5)
Alelos
A 108 (54,0) 314 (59,5) 209 (57,1) 415(56,7) 1046 (57,3)
G 92 (46,0) 214 (40,5) 157 (42,9) 317(43,3) 780 (42,7)
CBSrs1789953 Nao determinado N= 264 Nao determinado Nao determinado N= 264
CC 183 (69,3) 183 (69,3)
CT 75 (28,4) 75 (28,4)
T 6(2,3) 6 (2,3)
Alelos
C 441 (83,5) 441 (83,5)
T 87 (16,5) 87 (16,5)

Os dados sao nimero de mulheres e porcentagem esta entre parentéses. N: nimero de mulheres
Fonte dos dados: estudo (1): Barbosa et a/. (2008)°, estudo (2): Giusti (2012)"!, estudo (3): dados ndo publicados, estudo (4): Barbosa (2005)*"
e dados ndo publicados.



Tabela 7- Frequéncias de gendtipos e alelos para os polimorfismos

53

7C2¢c.776C>G e TC2c.67A>G em mulheres saudaveis

Mulheres saudaveis

Nao gravidas Nao gravidas Gestantes Parturientes Total de mulheres

TC2c.776C>G N= 100 N= 264 N= 183 N= 369 N= 916
CC 32 (32,0) 102 (38,6) 75 (41,0) 159 (43,0) 368 (40,2)
CG 47 (47,0) 131 (49,6) 87 (47,5) 147 (40,0) 412 (45,0)
GG 21 (21,0) 31 (11,7) 21 (11,5) 63 (17,0) 136 (14,8)
Alelos

C 111 (55,5) 335 (63,4) 237 (67,8) 465 (63,0) 1148 (62,7)
G 89 (54,5) 193 (36,6) 129 (32,2) 273 (37,0) 684 (37,3)
TC2c.67A>G N= 98 N= 264 N= 183 N= 365 N= 910
AA 78 (79,6) 182 (68,9) 134 (73,2) 259 (71,0) 653 (71,7)
AG 20 (20,4) 77 (29,2) 43 (23,5) 101 (27,7) 241 (26,5)
GG 0(0) 5(1,9) 6 (3,3) 5(1,4) 16 (1,8)
Alelos

A 172 (87,8) 441 (83,5) 311 (85,0) 619 (84,8) 1547 (85,0)
G 20 (12,2) 87 (16,5) 55 (15,0) 111 (15,2) 273 (15,0)

Os dados sdo nimero de mulheres e porcentagem esta entre parentéses. N: nimero de mulheres
Fonte dos dados: estudo (1): Barbosa et a/. (2008)°, estudo (2): Giusti (2012)"*, estudo (3): dados ndo publicados, estudo (4): Barbosa (2005)*’

e dados ndo publicados.
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4.5. Interagbes entre fatores nutricionais e genéticos no estado de
cobalamina e folato durante a gravidez

No mesmo estudo prospectivo, foi de nosso interesse conhecer o efeito do consumo
alimentar de vitaminas e proteinas nas concentracoes séricas, bem como, a avaliar a associagao
dos polimorfismos MTHFR c.677C>T, MTHFR c.1298A>C, MTR c.2756A>G e MTRR c.66A>G e
fatores nutricionais nos valores de tHcy e MMA. As médias dos consumos e nutrientes dos trés
IR24h foram consideradas como a dieta habitual no periodo gestacional e correlacionadas com
as médias das concentracdes das vitaminas séricas e metabdlitos obtidas nas trés idades
gestacionais. Para a andlise estatistica, cada nutriente foi ajustado pela energia total ingerida,
segundo o método residual proposto por Willett (1986) *!8. Os pardmetros de adequacdo de
consumo de Cbl e de folato foram comparados aos valores preconizados pela National Academy
of Science, que estabeleceu as Dietary Reference Intakes (DRI, 1998). Nesse estudo, também
foi avaliado o efeito de alguns parametros sdciodemograficos.

Como resultados, observou-se que a mediana e o percentil (25 e 75) de ingestdo de
folato foi 251,3ug/dia (201,5 — 353ug/dia) e a inadequagao para este nutriente foi de 93,1%,
quando utilizamos o valor do EAR para folato (520 pg/dia) como referéncia. Ja a mediana de
ingestao de cobalamina foi 3,2 pg/dia (2,1 — 4,9 pg/dia), sendo a sua inadequacao de
consumo 24,6%, quando utilizado o valor do EAR (2,2 ug/dia). Com relacao as proteinas totais,
sua mediana de ingestao foi 72,2g/dia (60,5 — 90,0 g/dia) e 17 (23,3%) mulheres ingeriram
menos que 60g de proteinas/dia. Para a vitamina Bs, observamos mediana de ingestao de 1,4
mg/dia (1,0 — 1,8 mg/dia) e inadequacao de consumo de 57,5%, quando utilizado o valor de
EAR como referéncia para Bs (1,6 mg/dia).

As correlagcdes entre os valores do consumo de proteinas e das vitaminas versus

concentracOes séricas estao apresentadas na Tabela 8.
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As concentracoes séricas de Cbl foram correlacionadas diretamente com os valores do
consumo ajustados de proteinas totais, proteinas animais, proteinas de carnes e Cbl. O MMA
também foi correlacionado com o consumo de proteinas totais, proteinas animais, proteinas de

carnes e Cbl, porém inversamente.

Neste mesmo estudo, utilizando dois modelos de regressdo linear multipla com
stepwise, observou-se que os principais determinantes para o valor de tHcy durante a gravidez
foram: o valor de folato eritrocitario e de creatinina e a quantidade de vitamina Bs e proteina
total ingerida na dieta (Tabela 9). Enquanto a menor renda per capita, a menor concentracao
de Cbl sérica e a menor ingestao de Cbl foram os determinantes para a concentragao do MMA
durante o periodo gestacional (Tabela 10). Este resultado reforca nossa hipdtese de que a
caréncia cronica de Cbl pode depletar os estoques desta vitamina no figado, e,em situacao de
necessidade aumentada de Cbl, a dieta pode ndo ser suficiente para compensar a demanda,
ocasionando deficiéncia marcada pelo aumento das concentracdes de MMA °. Neste estudo,
nenhum dos polimorfismos genéticos foi selecionado nos dois modelos de regressao linear
multipla com stepwise, possivelmente devido ao baixo nimero de gestantes incluidas *°.

Sabendo que a ingestdo de vitaminas e as concentragdes séricas sao determinantes
para a tHcy e para o MMA, o nosso proximo desafio foi saber se o estado nutricional esta ou

nao associado com alteragdes nas taxas de metilacao do DNA.
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Tabela 8 — Coeficientes de correlacao de Pearson das varidveis nutricionais (dados brutos e dados ajustados pelas calorias totais) e

as médias bioquimicas nas idades gestacionais de 162 , 282 e 362 semanas

Variaveis da dieta

Proteinas Totais (g) Proteinas Animais (g) Proteinas Carnes (g) Folato (ug) Cobalamina (pg) Vitamina B6(mg)
Dados Ajustados*  Dados brutos Ajustados* Dados Ajustados* Dados Ajustados* Dados Ajustados*  Dados brutos  Ajustados*
brutos brutos brutos brutos
Cobalamina r= 0,209 r= 0,396 r= 0,317 r= 0,416 r= 0,347 r= 0,421 r=-0,023 r=-0,007 r= 0,250 r= 0,284 r=0,119 r= 0,207
sérica (pmol/L) P= 0,076 P< 0,001 P= 0,006 P< 0,001 P= 0,003 P< 0,001 P= 0,847 P= 0,955 P= 0,033 P= 0,015 P= 0,318 P= 0,079
Folato r=-0,140 r=-0,070 r=-0,121 r=- 0,060 r=-0,125 r=-0,072 r= - 0,066 r= 0,027 r= 0,047 r= 0,104 r=-0,042 r= 0,074
eritrocitario P=0,237 P= 0,556 P= 0,307 P= 0,615 P=0,292 P= 0,544 P= 0,578 P= 0,818 P= 0,695 P= 0,382 P= 0,725 P= 0,536
(nmol/L)
Folato sérico r=-0,213 r=-0,189 r=- 0,249 =-0,217 r=-0,234 r=-0,197 r= - 0,007 r=0,114 r=- 0,068 r=- 0,020 r=-0,051 r= 0,064
(nmol/L) P= 0,071 P= 0,109 P= 0,034 P= 0,066 P= 0,046 P= 0,094 P= 0,952 P= 0,336 P= 0,567 P= 0,869 P= 0,666 P= 0,590
Homocisteina r=-0,100 r=-0,199 r=-0,110 r=-0,152 r=-0,156 r=-0,195 r=-0,009 r=-0,031 r=- 0,089 r=-0,105 r=0,018 r= 0,005
total P= 0,401 P= 0,092 P=0,355 P= 0,200 P= 0,186 P= 0,099 P= 0,941 P= 0,792 P= 0,456 P= 0,377 P= 0,883 P= 0,968
(=mol/L)
Metionina r=0,018 r= 0,043 r= 0,040 r= 0,056 r= 0,041 r= 0,053 r=-0,086 r=-0,113 r= 0,045 r= 0,053 r=-0,034 r= - 0,042
(nmol/L) P= 0,882 P= 0,720 P= 0,738 P= 0,635 P= 0,731 P= 0,655 P= 0,468 P= 0,342 P= 0,706 P= 0,657 P= 0,774 P= 0,727
SAM r= 0,062 r=-0,022 r= 0,031 r=-0,030 r=- 0,046 r=-0,110 r= 0,140 r= 0,106 r= 0,145 r=0,119 r= 0,110 r= 0,063
(nmol/L) P= 0,602 P= 0,853 P=0,792 P= 0,803 P= 0,697 P= 0,354 P= 0,238 P= 0,374 P= 0,220 P= 0,318 P= 0,353 P= 0,599
SAH r=0,134 r= 0,076 r=0,139 r= 0,091 r= 0,027 r=-0,035 r= 0,215 r= 0,194 r=0,174 r= 0,142 r= 0,250 r= 0,252
(nmol/L) P= 0,259 P= 0,521 P= 0,241 P= 0,442 P=0,821 P= 0,767 P= 0,068 P= 0,101 P= 0,140 P= 0,229 P= 0,033 P= 0,032
SAM/SAH r=-0,176  r=-0,089 r=-0,158 r=- 0,083 r=-0,094 r=-0,017 r=-0,193 r=-0,121 r=-0,043 r=0,019 r=-0,191 r=-0,115
P= 0,136 P= 0,454 P=0,182 P= 0,486 P= 0,431 P= 0,890 P= 0,101 P= 0,310 P= 10,717 P= 0,870 P =0,106 P= 0,333
MMA r=-0,109 r=-0,266 r=-0,232 r=-0,333 r=-0,200 r=-0,268 r= 0,069 r= 0,041 r=-0,353 r=-0,410 r=- 0,088 r=-0,195
(nmol/L) P= 0,360 P= 0,023 P= 0,048 P= 0,004 P= 0,090 P= 0,022 P= 0,561 P= 0,728 P= 0,002 P< 0,001 P= 0,460 P= 0,098

* Ajustaram-se os dados de consumo alimentar pelas calorias totais da dieta segundo o Método Residual

r= coeficiente de correlagdo de Pearson; P= P-valor. Procederam-se as andlises com os dados transformados em logaritmo (logy), usando-se a
média das concentragdes das varidveis bioquimicas nas idades gestacionais de 16, 28 e 36 semanas. As correlagdes estatisticamente significativas

estdo em negrito.
Fonte: Pereira (2006) *°
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Tabela 9 - Anadlise de regressao linear multipla com critério stepwise de selecao de variaveis, segundo a média das concentracoes

séricas de tHcy nas trés idades gestacionais *°

2 -
Variavel Dependente Variaveis Independentes Beta (EP) P R Z;:;: ial
Modelo 1 Concentragao de tHcy Intercepto 2,35(0,32) <0,001
Folato eritrocitario (nmol/L)* -0,33 (0,07) <0,001 15,68
Creatinina (mg/dL)* 0,76 (0,19) <0,001 16,01
Vitamina B¢ ingerida (mg)* 0,19 (0,10) 0,045 3,83
Proteina total ingerida (g)* -0,33 (0,12) 0,007 3,73
Modelo 2 Concentragao de tHcy Intercepto 2,43 (0,34) <0,001
Folato eritrocitario (nmol/L)* -0,35 (0,08) <0,001 12,36
Creatinina (mg/dL)* 0,78 (0,19) <0,001 15,93
Vitamina B¢ ingerida (mg)* 0,20 (0,10) 0,039 4,14
Proteina total ingerida (g) * -0,34 (0,12) 0,006 3,80

* Varidveis continuas transformadas em logaritmo (logy,). EP=Erro Padrdo do Pardmetro de Regressdo Estimado. R®=coeficiente de

determinagao.
Foram utilizados dos modelos de regressao com critério Stepwise de selegao de variaveis.

Varidveis independentes: idade; IMC; renda per capita; Cobalamina sérica (pmol/L); Folato eritrocitario (nmol/L); Folato sérico (nmol/L);
creatinina (mg/dL); gendtipos MTHFR 677CC vs CT+ TT; genodtipos MTHFR 1298AA vs AC +CC; gendtipos M7R 2756AA vs AG + GG; gendtipos
MTRR 66AA versus AG + GG; Cobalamina ingerida (ug) (ajustada pelas calorias totais); folato ingerido (ug) (ajustado pelas calorias totais);

vitamina Bg (mg) (ajustada pelas calorias totais); proteinas (g) (ajustada pelas calorias totais). O modelo 2 foi ajustado para o uso de

suplementacdo com acido folico e/ou polivitaminicos.
R? Total para os modelos: 1-39,26% (n=71); 2-R? Total: 36,23% (n=71).
Fonte: Pereira (2006) *°.
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Tabela 10 — Andlise de regressao linear multipla com critério stepwise de selecao de variaveis, segundo a média das concentracdes

séricas da MMA nas trés idades gestacionais *°

Variavel Dependente

Variaveis Independentes

Beta (EP)

P

R? Parcial (%)

Modelo 1

Modelo 2

Concentracao de MMA

Concentracao de MMA

Intercepto

Renda per capita
Cobalamina sérica (pmol/L)
Cobalamina ingerida (Hg)

Intercepto

Renda per capita
Cobalamina sérica (pmol/L)

Cobalamina ingerida (ug)

3,58 (0,33)
-0,15 (0,05)
-0,37 (0,14)
-0,20 (0,06)

3,58 (0,34)
-0,15 (0,05)
-0,38 (0,14)
-0,20 (0,06)

<0,001
0,003
0,008

<0,001

<0,001
0,003
0,008

<0,001

8,75
7,19
19,58

8,63
7,34

19,36

* Varidveis continuas transformadas em logaritmo (logy). EP=Erro Padrdo do Pardmetro de Regressdo Estimado. R’=coeficiente de determinacdo

Foram utilizados dos modelos de regressao com critério Stepwise de selegao de variaveis.

Variaveis independentes: idade; IMC; renda per capita; Cobalamina sérica (pmol/L); Folato eritrocitario (nmol/L); Folato sérico (nmol/L);
creatinina (mg/dL); gendtipos MTHFR 677CC vs CT+ TT,; gendtipos MTHFR 1298AA vs AC +CC; gendtipos M7R 2756AA vs AG + GG; gendtipos
MTRR 66AA versus AG + GG; Cobalamina ingerida (ug) (ajustada pelas calorias totais); folato ingerido (ug) (ajustado pelas calorias totais);

vitamina Bg (mg) (ajustada pelas calorias totais); proteinas (g) (ajustada pelas calorias totais)
O modelo 2 foi ajustado para o uso de suplementacao com acido félico e/ou polivitaminicos

R? Total para os modelos: 1- 35,51% (n=71); 2- 35,33% (n=71); 3- 31,03% (n=71); 4- 30,11% (n=71)
Fonte: Pereira (2006) *°
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4.6. Efeito das concentracoes de vitaminas (dieta e séricas) e dos polimorfismos
genéticos na taxa de metilagao do DNA
No estudo prospectivo, a taxa de metilacao do DNA (global e em regido especifica)

durante a gravidez foi avaliada pela nossa equipe 2'% %19

. Observou-se que a taxa de metilacao
global do DNA sofre alteracdes durante o periodo gestacional, apresentando valores menores
na 282 semana de gravidez *'*, enquanto a taxa de metilacio do DNA na regido promotora dos
genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin ndo sealteraram durante o periodo gestacional **°.

Um modelo de GLM (Generalized Linear Model) foi utilizado para verificar o efeito das
variaveis independentes: concentragles séricas de vitaminas e metabdlitos, valores de consumo
alimentar de vitaminas e proteinas e o genoétipo para o polimorfismo M7THFR c.677C>T na taxa
de metilagdo global do DNA (varidvel dependente) em mulheres que ndo fizeram uso de
suplementacdo com AF durante a gravidez **(Tabela 11). Como resultados, observaram-se
interacdes entre: 1 - menores concentracoes de folato sérico e baixa ingestao de acido fdlico; 2
- maiores concentragoes de MMA e baixa ingestao de vitamina Bg; € 3 - idade gestacional de 36
e genodtipo CT + TT do polimorfismo ¢.677C>T no gene da MTHFR foram associadas ao maior
risco de apresentar menores taxas de metilagdo do DNA em gestantes?’>,

Porém, quando analisamos a taxa de metilacdo do DNA na regiao promotora dos
genes, observamos que as taxas de metilacaio do DNA em gestantes que nao usaram
suplementacdo com AF durante a gestacao foram maiores quando comparadas com as
gestantes que usaram suplementacdao; e que a vitamina B¢ e a tHcy foram os determinantes
para as taxas de metilacdo na regido promotora dos genes IFNy e Stratifin 2%°.

Estes resultados sugerem que as baixas concentracOes das vitaminas estao associadas
ao aumento da taxa de metilacado do DNA na regidao promotora do gene, o que poderia estar

associado a diminuicdo na expressdao dos genes IFNy e Stratifin; e, como consequéncia, a
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gestante deficiente em folato teria menor concentracao sérica desta citocina. Esta hipdtese esta

sendo avaliada atualmente pela nossa equipe.

4.7. Interacdes entre fatores nutricionais e genéticos no estado de
cobalamina e folato no binomio mae e recém-nascido

O efeito da interacdo entre polimorfismos genéticos no metabolismo da homocisteina
(MTR e MTRR), folato (GCPII, RFC1, MTHFR, MTHFD1) e Cbl (TC2) e baixas concentragoes de

vitaminas nos valores de tHcy tém sido investigado em outros paises'’® '8,

Porém, nao era
conhecida esta interacdo em mulheres brasileiras. A nossa hipdtese era que a deficiéncia
vitaminica poderia potenciar o efeito bioldgico de um determinado polimorfismo genético. Desse
modo, avaliamos os determinantes para as concentracdes de tHcy, MMA e razdao SAM/SAH em
parturientes'’®. Observou-se que os valores reduzidos de folato sérico, o alelo T do
polimorfismo MTHFR c.677C>T e o gendtipo AA do polimorfismo M7R c.2756A>G foram os
determinantes para a tHcy, enquanto que, para a razao SAM/SAH e MMA, foram as
concentracoes de Cbl e de creatinina, respectivamente. As baixas concentracdes de folato sérico

foram associadas com tHcy elevada em parturientes, independente dos polimorfismos MTHFR

.677C>T, MTHFR c.1298A>C, MTR c.2756A>G e MTRR c.66A>G ° (Anexo 7).
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Tabela 11 — Regressao logistica multivariada utilizando stepwise para a

variaveldependentemenor taxa metilacio global do DNA durante a gestacdo®"

Variaveis independentes OR (IC 95%) P

Cobalamina sérica <148,5 pmol/L 0,20 (0,01 -1,74) 0,197
Folato sérico < 15,5 nmol/L 0,06 (0,00 -0,52) 0,027
MMA sérico > 280,8 nmol/L 0,02 (0-0,49) 0,038
Idade gestacional de 28 semanas 1,99 (0,05 - 76,40) 0,685
Idade gestacional de 36 semanas 0,08 (0,00 — 1,28) 0,105
Gendtipos CT + TT do polimorfismo MTHFR C677T 0,92 (0,24 - 3,55) 0,904
Acido félico da dieta < 201,7 Mg/dia 0,01 (0,00 - 0,16) 0,005
Vitamina B da dieta < 1,23 mg/dia 0,05 (0,00 - 0,57) 0,037

Cobalamina sérica < 148,5 pmol/L e acido folicoda 12,05 (1,04 —321) 0,069
dieta < 201,7 pg/dia

Folato sérico < 15,5 nmol/L e acido félico da dieta 22,74 (1,98 - 622) 0,023
< 201,7 pg/dia

MMA sérico > 280,8 nmol/L e IG 28 semanas 0,502 (0,18 — 8,66) 0,686
MMA sérico > 280,8 nmol/L e IG 36 semanas 23,31 (1,69 -994) 0,052
MMA sérico > 280,8 nmol/L e Vitamina B6 da dieta 26,36 (1,4 — 255) 0,037
< 1,23 mg/dia

IG 28 semanas e gendtipos CT + TT do 1,23 (0,01 - 19,20) 0,833
polimorfismo MTHFR c.677C>T
IG 36 semanas e genodtipos CT + TT do 14,76 (1,26 — 920) 0,038

polimorfismo MTHFR c.677C>T

tHcy: homocisteina total; MMA: acido metilmal6nico; SAM:S-adenosil-metionina; SAH: S-adenosil-
homocisteina; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; IG: idade gestacional. As varidveis da dieta
foram ajustadas segundo a energia total (WILETT et a/., 1987)

Variaveis independentes: concentragdo sérica de vitaminas (cobalamina <148,5 pmol/L, folato < 15,5
nmol/L, vitamina Bg< 13,5 nmol/L), valores de vitaminas da dieta (vitamina Bg< 1,23 mg/dia, vitamina
Bi,< 2,09 pg/dia e acido folico< 201,7 pg/dia), concentracbes séricas de MMA e SAM (MMA > 280,8
nmol/L; SAM < 54,7 nmol/L), e os gendtipos CT e TT do polimorfismo MTHFR c.677C>T (CC como
referéncia). Fonte: Kubota (2008) **3

A associacao entre os polimorfismos em genes do metabolismo do AF (MTHFR, GCPII e
RFC1) e as alteracOes nas concentracdes de folato e tHcy em parturientes e seus recém-

nascidos foram também avaliadas por nosso grupo **° (Anexo 8). Observou-se que as
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concentracOes de tHcy maternas foram associadas aos polimorfismos MTHFR c.677C>T e GCPII
c.1561C>T, quando a analise estatistica foi feita com cada polimorfismo individualmente; e que
maiores concentracdes de tHcy foram associadas com a combinagdo de gendtipos 677TT/
1561CC, quando a combinagao dos dois polimorfismos (MTHFR e GCPII) foi analisada. O
mesmo aconteceu para a combinacao 677TT/ 80AG, quando a combinacao dos dois
polimorfismos (MTHFR e RFC1) foi analisada. A variante do polimorfimo GCPII c.1561C>T
materna foi associada com a concentracdao neonatal de MMA, enquanto a variante do

polimorfismo RFCI c.80A>G neonatal foi associada a concentracdo neonatal de tHcy 2%°.

4.8. Fatores nutricionais e genéticos associado ao aborto

O aborto é caracterizado pelo término da gravidez antes da 202 semana ou pela

expulsdo de feto pesando menos de 500 gramas 2.

No estudo prospectivo citado
anteriormente, foram incluidas inicialmente 138 gestantes; no entanto, 12 gestantes abortaram
espontaneamente. Desse modo, decidimos avaliar a possivel associacdo entre as concentragoes
de AF e Cbl, de varios metabdlitos e oito polimorfismos genéticos (MTHFR c.677C>T, MTHFR
C.1298A>C, MTR c.2756A>G, MTRR c.66A>G, TC2 c.776C>G, TC2 c.67A>G, RFCI c.80A>G e
GCPII c.1561C>T) e o aborto®2. As 12 mulheres que abortaram entre 4 a 16 semanas de
gravidez foram classificadas como grupo 1 e o restante das mulheres, que foram
acompanhadas no estudo prospectivo até a 362 semana de gravidez e que nado tiveram
complicacdes durante a gravidez, foi classificado como grupo 2 (n=88). Como resultados,
observou-se que as frequéncias dos alelos dos oito polimorfismos foram semelhantes nos dois

grupos. As concentragdes de MMA, cistationina, cisteina, glicina e N-metilglicina foram maiores

no grupo 1, quando comparadas com as concentracdes do grupo 2. Em um modelo
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multivariado de regressao logistica condicional, que incluiu como variaveis independentes a
idade da mulher, a idade gestacional, a creatinina sérica, 0 MMA, a cistationina, o indice de
massa corporea (IMC), o fumo e o uso de bebidas alcodlicas, apenas o aumento do MMA e o
aumento do IMC foram associados ao maior risco de se ter aborto, enquanto o aumento na
idade gestacional foi associado a protecdo®*’ (Anexo 9).Esse estudo ndo foi capaz de mostrar
os efeitos das vitaminas na etiologia do aborto espontaneo, especialmente da Cbl; entretanto,
nossos resultados sugerem que o aumento MMA poderia ser marcador de complicagdes na
gravidez.

Com o objetivo de investigar mais profundamente os possiveis biomarcadores
associados ao aborto, especialmente o0 MMA, um estudo caso-controle foi realizado incluindo
256 mulheres com histdria prévia de abortos espontaneos e recorrentes (AER) e 264 mulheres
saudaveis que tiveram pelo menos duas gestacdoes normais e sem historia prévia de aborto.

O AER é definido como a presenca de pelo menos trés abortos consecutivos antes da
vigésima semana. Estima-se que 1 a 2% das mulheres em idade reprodutiva apresenta AER *%,
Varios fatores foram associados a etiologia dos AER, tais como a presenca de auto-anticorpos,
anormalidades ginecoldgicas e endocrinoldgicas, aberracbes cromossOmicas, concentracoes
elevadas de tHcy e alteragdes na hemostasia. Apesar de varias etiologias terem sido
reconhecidas como causa do AER, cerca de 40 a 50% dos casos permanecem inexplicados 2.

Neste estudo, foram investigados a presenca de auto-anticorpos;as alteracdes em
hormonios da tireoide;a concentracdo de folato, Cbl, tHcy;e os polimorfismos genéticos
relacionados ao metabolismo do AF (MTHFR c.677C>T, MTHFR c.1298A>C e MTHFDI
€.1958G>A), ao metabolismo da Cbl (7C2 c.776G>G e T7C2 c.67A>G), ao metabolismo da
homocisteina (M7R c.2756A>G, MTRR c.66A>G, CBS (844ins68 ou rs1789953 e rs1789953), a

formacao do coagulo de fibrina (F5 c¢.1691G>A, F2 c.20210G>A, FGB c.455G>A e
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FGBc.148C>T), ao controle da geracao de trombina (PROC c.2418A>G, PROC c.2405C>T,
SERPINCI c.786G>A, THBD c.1418C>T, TFPI T-287C, TFPIT-33C, TFPI C-399T) e a fibrindlise
(PAI-1 4G/5G, TAFI +1542C>G e TAFI +505A>G). Apenas no grupo de mulheres com histéria
prévia de AER foi analisada a presenca de anormalidades ginecoldgicas e cariétipos (da mulher
e de seu parceiro). Das 256 mulheres com historia prévia de AER, 117 nunca tiveram um feto
vidvel (abortamento primario, grupo 1) e o restante teve pelo menos um feto viavel
(abortamento secundario, grupo 2).

Em relacdo aos polimorfismos genéticos associados ao metabolismo do AF, observou-
se que os gendtipos, quando considerados isoladamente, ndo foram associados ao maior risco
de AER primario ou secundario. O genétipo TT do polimorfismo MTHFR c.677C>T foi associado
a maiores concentracdes de tHcy nos trés grupos estudados (grupos 1, 2 e controle). Em um
modelo de regressao logistica multivariada que incluiu as variaveis independentes: folato sérico,
Cbl, tHcy, genotipos para os polimorfismos MTHFR c.677C>T, MTHFR c.1298A>C, MTHFD1
c.1958G>A, RFC1 c.80G>A, GCPII c.1561C>T, idade, fumo, uso de anticoncepcional,
frequéncia de uso de bebidas alcodlicas, IMC, presenga de anticorpo antinticleo e concentracao
de tiroxina (T4 livre), observou-se que apenas as variaveis folato, Cbl, tHcy, T4 e FAN reagente
(titulo 1:160) foram associadas ao maior risco de se ter aborto primario. Além disso, o genétipo
GG para o polimorfismo MTHFD1 c.1958 G>A foi associado a protecao contra o AER no grupo
1. Enquanto que, em outro modelo, a idade, o IMC, o tabagismo, as concentracdes de folato,
de cobalamina e de tHcy foram associados ao maior risco de aborto secundario. O gendtipo GG
para o polimorfismo RFCI c.80G>A foi associado a protecido contra o AER no grupo 2 ’*. Esses
resultados mostram que tanto as vitaminas como os polimorfismos genéticos estdo associados

ao AER.
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Sabe-se que a gravidez é caracterizada por um estado de hipercoagulabilidade, em que
as concentragdes de alguns fatores de coagulacao e de inibidores do sistema fibrinolitico estdo
aumentadas, enquanto a concentracdo de proteina S livre (PS) esta diminuida ***; caracteristica
associada ao maior risco de trombose. Embora muitos estudos tenham avaliado a associagao
entre polimorfismos nos genes do fator V e da protrombina, cujos resultados foram
controversos, nenhum estudo havia investigado a associacao entre polimorfismos em genes de
inibidores naturais da coagulacao e o AER.

Os inibidores naturais da coagulacao (proteinas C — PC, proteina S — PS, antitrombina
— AT e inibidor da via do fator tecidual — TFPI) regulam o controle da geracao de trombina, o
gue é essencial para a hemostasia normal. O TFPI é uma proteina associada ao endotélio que
regula a fase inicial da ativagao da coagulacdo através da inibicdo do complexo fator tecidual-
VIla e fator Xa ?*°. A PC também controla a geracdo de trombina; sua ativacdo ocorre na
superficie da célula endotelial, na qual a trombina forma um complexo com a trombomodulina
(TM), convertendo a PC em sua forma ativa (PCA). A PS livre atua como cofator da PCA na
inativacdo dos fatores Va e VIIIa pela protedlise seletiva 2?°. Outro mecanismo de controle da
coagulacdo é pela acdo da AT, uma serpina multifuncional (inibidor de serina protease) que

226 Como dado inédito na

inibe varios fatores de coagulacao, como trombina e fator Xa
literatura, observou-se que mulheres portadoras do alelo 786A do gene da AT (SERPINCI)
tiveram maior risco de ter AER (OR: 1,77, IC 95% 1,-5 — 3,00, p=0,034), enquanto que as
portadoras do alelo TFPI -287C tiveram um efeito de protecao (OR: 0,46, IC 95%: 0,26 — 0,83,
p= 0,009) (Anexo 10)°¥. Ressalta-se que os nossos resultados a respeito da influéncia desses
genodtipos na hemostasia sao coerentes com os dados da literatura, que mostram que gendtipos
com alelo SERPINC1 786A associam-se a reducdo dos niveis plasmaticos da AT 2%, enquanto

genétipos com alelo TFPI -287C associam-se ao aumento dos niveis de TFPI 2%,
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5. FERRO
5.1. Metabolismo

O ferro faz parte de proteinas e enzimas importantes no transporte de oxigénio
(hemoglobina — Hb e mioglobina), na sintese de DNA (ribonucleotideo redutase), na producao
de energia oxidativa (citocromos, catalase e peroxidase), na respiracao mitocondrial (succinato
desidrogenase) e na inativacdo de radicais livres (xantina oxidase). A concentracdo média de
ferro no organismo de um individuo adulto é de 4 a 5 g, sendo que 67% desta concentracao
encontram-se na forma de Hb #°,

A concentragcdo de ferro em um individuo saudavel é bem controlada por varias
proteinas participantes de sua homeostase. A deficiéncia grave deste elemento pode causar
anemia e, 0 excesso, a toxicidade, devido a formacdo de radicais livres através das reagles de
Fenton =1,

O corpo humano contém cerca de 3 a 5 g de ferro, sendo que a maior parte do ferro
estd presente na forma heme na hemoglobina nas células eritroides (> 2 g) e
aproximadamente 300 mg estao nos musculos. Os macréfagos no baco, no figado e na medula
0ssea mantém aproximadamente 600 mg de ferro, que podem ser disponibilizados para a
transferrina, enquanto o excesso de ferro é estocado no parénquima hepatico, como ferritina
(cerca de 1g)* (Figura 14).

Diariamente, de 1 a 2 mg de ferro é absorvido; enquanto as perdas ocorrem pela
descamacao das células da mucosa, hemorragias e menstruacdo. A absorcao é estimulada por

baixo estoque de ferro tecidual, acelerada taxa de eritropoese e hipdxia tecidual 2.
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As necessidades de ferro sao diferentes, segundo idade, género, estar gravida ou
amamentando®*. Os valores da RDA, EAR e UL para o ferro estdo descritos no Quadro 7.

A absorgao do ferro ocorre nos enterdcitos duodenais. O ferro do alimento pode estar
na forma inorganica (Fe3+, ndo heme) ou associado a proteinas, como hemoglobina e
mioglobina (heme). Para a absor¢do do ferro inorganico, o Fe3+ em complexo solivel é
reduzido a Fe2+ por uma proteina redutora chamada citocromo b duodenal (duodenal
cytochrome b- DcytB) e ascorbato; transportado para os enterdcitos duodenais através do
transportador de metais divalente (DMT1 divalent metal transporter/SLC11A2). O ferro heme,
por sua vez, é incorporado no enterocito apds a digestdo enzimatica da hemoglobina e da
mioglobina, através de uma proteina de transporte do heme chamada de HCP1 (heme carrier
protein). Macrofagos e enterdcitos catabolizam o heme numa reacdo catalisada pela heme
oxigenase-1 (HO-1) e heme oxigenase-2 (HO-2), e o Fe2+ é liberado .

Em condicOes fisioldgicas, o ferro no enterdcito pode ser armazenado como ferritina,

se a taxa de saturacao de transferrina estiver normal ou aumentada no sangue periférico, ou
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pode ser transportado através da membrana basolateral a caminho da circulacdo, se os valores
da saturacdo da transferrina estiverem baixos no sangue periférico. O transporte do ferro
através da membrana basolateral é mediado pela ferroportina, que transporta Fe2+ ao plasma,

sendo oxidado a Fe3+ pela hefaestina, facilitando a ligacdo do ferro a transferrina (Figura 15).

Quadro 7 - Valores da Recomendacao Dietética (RDA), da Necessidade Média Estimada (EAR)

e do Limite Superior Toleravel de Ingestdo (UL) para o ferro®*

Ferro mg/dia
Idade Género RDA EAR UL
9 a 13 anos F 8,0 5,7 40,0
M 8,0 5,9 40,0
14 a 18 anos F 15,0 7,9 45,0
M 11,0 7,7 45,0
19 a 30 anos F 18,0 8,1 45,0
M 8,0 6,0 45,0
31 a 50 anos F 18,0 8,1 45,0
M 8,0 6,0 45,0
51 anos ou mais F 8,0 5,0 45,0
M 8,0 6,0 45,0
Gestantes F 27,0 23,0 45,0
14 a 18 anos
Gestantes F 27,0 22,0 45,0
19 a 50 anos
Lactantes F 10,0 7,0 45,0
14 a 18 anos
Lactantes F 9,0 6,5 45,0
19 a 50 anos

F: feminino, M: masculino

Os eritroblastos recebem o ferro através da transferrina, que é disponibilizada pelos
enterdcitos ou macrdfagos. No eritroblasto, a transferrina liga-se ao receptor de transferrina 1
(TFR1) na superficie da célula e o complexo formado invagina-se para formar o endossomo.

Dentro do eritroblasto, o complexo TRF1-transferrina-ferro é clivado pela diminuicdo do
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pH,induzindo a liberagdo do ferro da transferrina. Neste momento, o Fe3+ é convertido a Fe2+,
por uma proteina redutora chamada STEAP3 (six-transmembrane epithelial antigen of prostate
3), permitindo o transporte do ferro para fora dos endossomos através da DMTI.
Subsequentemente, as apotransferrinas e os TFR1 retornam a superficie da célula para um ciclo
posterior. O ferro é transportado principalmente para as mitocondrias, para sintese do grupo
heme, a fim de formar a hemoglobina. O ferro adicional € armazenado como ferritina e
hemossiderina 2.

Nos macrdfagos reticuloendoteliais é realizada a reciclagem do ferro. Estes fagocitam
os eritrocitos com perda de flexibilidade ou com defeitos intrinsecos (células senescentes) e os
digerem em um compartimento fagolisossomal no qual a hemoglobina é degradada e o ferro é
liberado do grupo heme, com a participagao da enzima heme oxigenase. O ferro proveniente
dos eritrdcitos é armazenado como ferritina ou exportado pela ferroportina e oxidado a Fe3+
pela ceruloplasmina, a fim de facilitar a ligacao ferro-transferrina.

Na Figura 15, estd representada as proteinas envolvidas na absorcdo e outras
proteinas que regulam a distribuicao do ferro no organismo.

A regulagdo do metabolismo do ferro no organismo é feita pela hepcidina, um
hormonio sintetizado no figado. Por sua vez, a expressdao da hepcidina é regulada pela
concentracao de ferro no figado e no plasma; e inibida quando ha deficiéncia de ferro, aumento

da eritropoese ou hipéxia 2.
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Figura 15- Proteinas envolvidas na absorc¢ao, regulacao, reciclagem e distribuicdo do ferro.

O ferro dos alimentos em geral esta na forma Fe3+ e este é reduzido a Fe2+ pela DcytB. Os enterdcitos
duodenais absorvem o ferro via a DMT1, a qual esta localizada na sua superficie apical. Os macréfagos
do bago, via reticulo endotelial, reciclam o ferro de células vermelhas remanescentes do sangue. Ambos
os tipos de células liberam ferro intracelular via ferroportina. A hefaestina oxida Fe2+ a Fe3+. O ferro
também é oxidado pela ceruloplasmina na circulacao. A hepcidina regula o efluxo de ferro dos enterdcitos
e macrdfagos no bago, através da regulacdo da estabilidade da ferroportina. A sintese e a secrecao de
hepcidina pelos hepatdcitos sdo influenciadas pelos niveis de ferro no organismo, bem como por
condigdes que afetam o metabolismo do ferro indiretamente, tais como inflamacgdo, eritropoiese e

hipdxia. Fonte: Pantopoulos et al. (2012) 2.

Outras proteinas relacionadas ao metabolismo do ferro podem modular a expressao de
hepcidina. O efluxo do ferro de enterdcitos, macréfagos e hepatdcitos é feito através da

ferroportina; por sua vez, a hepcidina regula esse efluxo,controlando a estabilidade da
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ferroportina (Figura 15). Esta regulacao ocorre através da ligacdo da hepcidina a ferroportina
na membrana das células, que promove a fosforilagao Jak-dependente da ferroportina e sua
internalizacdo, levando a sua degradacdo lisossomal (inativacdo). A ferroportina € o Unico

2, Desse modo, quando ha altas

exportador de ferro inorganico em células de mamiferos
concentracoes de hepcidina no plasma, a ferroportina é internalizada, mantendo o ferro dentro
de enterdcitos e macréfagos. Também tem sido mostrado que a hepcidina promove a
degradacdo da DMT1 2,

A expressao da hepcidina é regulada pela concentracdo do ferro hepatico e também
pela concentracao de ferro plasmatico, porém por mecanismos diferentes. O aumento do ferro
hepatico ativa a transcricao via de sinalizagdo bone morphogenetic protein (BMP), promovendo
a fosforilacdo de SMAD1, SMAD5 e SMAD8. O complexo SMAD1-SMAD5-SMADS fosforilado
recruta o SMAD4 e se transloca para o nucleo, estimulando a transcricdao da hepcidina por
ligacdo a elementos responsivos BMP (BMP-RE1 e BMP-RE2) nos sitios proximal e distal do
promotor do seu gene (HAMP)?. A hemojuvelina (HJV) é um co-receptor BMP, que tem papel
essencial na ativacdo da hepcidina induzida pelo ferro através da formagao de complexos com
os receptores BMP I e II, que aumenta a sinalizacdo. A HVJ é expressa nos hepatdcitos e nas

células dos musculos esqueléticos e se associa com a membrana plasmatica através de uma

ancora c-terminal glicosilfosfatidilinositol (GPI) *(Figura 16).
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Figura 16 — Regulacao da hepcidina pelas vias de sinalizacdo BMP6-HIV-SMAD e IL-6-
STAT3.As vias de sinalizacdo BMP6-HJV-SMAD e IL-6-STAT3 ativam a transcricao da hepcidina no figado.
Em resposta a suficiéncia de ferro, a BMP6 circulante se liga a receptores BMP transmembrana tipo I
(BMP-RI) e tipo II (BMP-RII) e ao co-receptor de hemojuvelina (HJV), para criar um multiplex na
membrana do hepatdcito, a fim de ativar a cascata de sinalizacdo de SMAD. As proteinas SMAD1/5/8
ativadas intracelularmente entdao complexam com o mediador comum SMAD4 e translocam para o
nucleo, para induzir a expressdao de hepcidina através de elementos responsivos a BMP (BMP-REs)
localizados no promotor de hepcidina. Em um ambiente inflamatdrio, citocinas inflamatdrias, como a IL-6,
sao liberadas. Por meio da ligacdo a seu receptor, a IL-6 inicia a sinalizagdo através das proteinas JAK1/2
ativadas para fosforilar o fator de transcricdo STAT3. O STAT3 entdo se liga ao elemento responsivo a
STAT3 (STAT3-RE) no promotor de hepcidina proximal. Tanto STAT3-RE e quanto BMP-RE adjacente sdo
requeridos para a expressdao de hepcidina mediada pela IL-6. A proteina hepcidina é secretada na
corrente sanguinea, resultando na inibicdo da ferroportina, levando a retencdo de ferro nos macrdfagos

do reticulo endotelial e reduzindo a absorcdo de ferro no epitélio intestinal. Fonte: Babitt et a/. (2011) 2%,
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O outro mecanismo de regulacdo da expressao da hepcidina ocorre quando ha
aumento na concentracdo de ferro plasmatico; esta via envolve as proteinas HFE e TRF2
hepatica. No entanto, quando a concentracao de ferro esta baixa, a sinalizacao para hepcidina é
bloqueda por TRF1, que sequestra a proteina HFE e evita a sua interacdo com TRF2.
Inversamente, quando ha o aumento das concentragdes plasmaticas de ferro e de saturacao da
transferrina, a Holo-transferrina desloca HFE da TRF1, permitindo a formagdo do complexo de
sinalizagdo HFE-TRF2 2. Em processos infecciosos ou inflamatdrios ha liberacdo de citocinas
inflamatdrias, tais como IL-6, IL-1 e IFNy, que também estimulam a expressdo de hepcidina no
figado 2.

A regulacao negativa da expressdo da hepcidina é feita pela matriptase-2, pela
inativacdo da hemojuvelina 2. A matriptase-2 é uma serina protease transmembrana, que é

codificada pelo gene TPMRSS6.

5.2. Deficiéncia de ferro

Varios parametros bioquimicos podem ser utilizados para caracterizar a presenca de
deficiéncia de ferro em pacientes ou em populacdes. As concentracoes de ferro sérico refletem
as concentracdes desse ion na corrente sanguinea; porém, nao devem ser utilizadas
isoladamente, pois concentracoes reduzidas de ferro sérico também s3ao encontradas em
pacientes com doencas cronicas. A capacidade total de ligacdo com ferro (CTLF) aumenta em
pacientes com deficiéncia de ferro. A saturagdo da transferrina é obtida através da razao entre
as concentracoes de ferro sérico e CTLF, e encontra-se diminuida na deficiéncia de ferro. J3, a

concentracao de ferritina sérica reflete o estoque de ferro no organismo — e também ndo deve
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ser utilizada isoladamente, pois 0 aumento da ferritina pode ser encontrado em algumas
doencas, uma vez que a ferritina € uma proteina de fase aguda.

ConcentragOes elevadas dos receptores soltveis de transferrina (sTfR) sdo encontradas
na deficiéncia de ferro e também quando ha aumento da eritropoese #*.

Desse modo, é adequado avaliar todos os parametros de ferro (ferro sérico, CTLF,
saturacdao de transferrina, ferritina sérica e sTfR), uma vez que, na deficiéncia de ferro, sao
encontrados valores diminuidos de ferro sérico, da saturacao de transferrina e da ferritina

sérica; e valores aumentados da CTLF e dos receptores sollveis de transferrina.

5.3. Estado do ferro em gestantes

As mulheres em idade reprodutiva apresentam necessidades aumentadas de ferro
devido as perdas na menstruacdo ea maior necessidade de nutriente na gestacdao, para
compensar a formacao da placenta e do feto bem como o aumento do volume sanguineo, e na
lactagdo. Por esta razdo, as gestantes sdo consideradas grupo de risco para deficiéncia de ferro
(ID — jron deficiency) e anemia ferropriva (IDA — jron deficiency anemia).

O estado nutricional relativo ao ferro, o consumo alimentar e a suplementagao com

235 Embora a

ferro durante o processo gestacional foram avaliados por nossa equipe
suplementacdo com ferro a partir da 202 semana de gravidez seja mandatdria no Brasil**,
apenas 39,8% das mulheres desse estudo fizeram uso desta suplementagdo a partir da 202
semana de gravidez, enquanto 20,4% delas nao fizeram uso de suplementacdo com ferro em
nenhum momento da gravidez?®®. Estes achados s3o preocupantes, pois sio conhecidas as
consequéncias da deficiéncia de ferro tanto para as gestantes como para seus recém-nascidos.

As frequéncias de ID e IDA, nas trés idades gestacionais e nos 6 grupos, estdo

representadas na Figura 17.
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Figura 17 - Frequéncias de mulheres com deficiéncia de ferro e anemia ferropriva nas trés
idades gestacionais e nos 6 grupos, segundo o uso de suplementagao com ferro.

Grupo 1: ndo fizeram uso de suplementacdo com ferro em nenhum momento da gravidez (N= 21),
Grupo 2: usaram suplementacdo em todas as idades gestacionais (N=17), Grupo 3: uso no inicio da
gravidez até a 163 semana (N= 12), Grupo 4: uso entre a 282 a 362 semanas (N=24), Grupo 5: uso
somente na 282 semana (N= 19) e Grupo 6: uso somente na 362 semana (N= 10).

Fonte: Da Cruz (2010) %*°

As mulheres incluidas em nosso estudo declararam ter tomado suplementacao com
ferro de modo heterogéneo e, portanto, foram classificadas em seis grupos: grupo 1: nao
fizeram uso de suplementacdo em nenhum momento da gravidez (N= 21); grupo 2: uso em
todas as idades gestacionais (N=17); grupo 3: uso no inicio da gravidez até a 162 semana (N=
12); grupo 4: uso entre 282 e 362 semanas (N=24); grupo 5: uso somente na 282 semana (N=

19); e grupo 6: uso somente na 362 semana (N= 10)>*.




76

As concentracOes de ferro, capacidade total de ligacao com o ferro (CTLF), saturacao
da transferrina e ferritina foram avaliadas nas trés idades gestacionais. Estes dados estdo
apresentados na Figura 18. O efeito do grupo, da idade gestacional e da interacao grupo e
idades gestacionais foramdeterminados para cada parametro que avalia o estado nutricional do
ferro.

As concentracbes de ferro sérico foram similares entre os grupos, nao havendo
diferenca na interacdo entre grupo e idade gestacional, porém houve diferenca significativa
entre as idades gestacionais. A concentracao de ferro foi significativamente maior na idade
gestacional de 16 semanas quando comparada com 28 e 36 semanas em todos 0S grupos
(Figura 18).

As concentragbes de CTLF foram significativamente diferentes entre os grupos 3
(mulheres que usaram a suplementacdo de ferro até 16 semanas de gravidez) e 5 (mulheres
gue usaram a suplementacao de ferro somente na 28 semana). Também foi observada uma
diferenca significativa entre todas as idades gestacionais, sendo as concentracdes de CTLF na
idade gestacional de 16 semanas menores quando comparadas com 28 e 36 semanas. As
concentracOes na idade gestacional de 28 semanas também foram significativamente menores
quando comparadas a idade gestacional de 36 semanas. Nao houve interacdo entre grupo e
idade gestacional (Figura 18).

A saturacao da transferrina foi similar entre os grupos e também ndo foi encontrada
interacao entre grupo e idade gestacional. S6 foram encontradas diferencas significativas entre
as idades gestacionais, sendo os valores maiores na idade gestacional de 16 semanas quando
comparados as porcentagens nas idades gestacionais de 28 e 36 semanas. Também houve

diferenca entre as idades gestacionais de 28 e 36 semanas (Figura 18).
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Figura 18 — Concentragdes de ferro sérico, capacidade total de ligagdo com ferro (CTLF),
saturacao de transferrina e ferritina nas idades gestacionais (1623, 282 e 362 semanas) em seis
grupos de mulheres, de acordo com o uso ou nao de suplementos com ferro.

Valores representados como média geométrica (IC de 95%) e comparados pela ANOVA e teste pds hoc

de Tukey.CTLF: capacidade total de ligacdo com ferro; Saturacao: saturacao da transferrina. Fonte: Da
Cruz (2009) %%
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Ja para a ferritina, houve diferenga significativa entre as concentracdes nas idades
gestacionais de 162 e 282 e 162 e 362 semanas. As concentracdes de ferritina sérica nas
idades gestacionais de 282 e 363 semanas foram menores que aquelas encontradas na 162
semana. No entanto, ndo houve diferenca entre os grupos (p = 0,183, teste de Tukey) e

também ndo houve interacdo entre os grupos e as idades gestacionais (p = 0,298).

5.4. Estado do ferro em doadores de sangue

Os doadores de sangue podem desenvolver ID, especialmente se eles ndo tiverem um
consumo adequado de ferro. As mulheres apresentam maiores chances de ter ID devido as
perdas na menstruacao e nas gestacdes ou por inadequacao do consumo do ferro.

As frequéncias de ID e IDA foram investigadas em doadores de sangue, os quais foram
classificados, de acordo com a frequéncia de doagles, em: individuos que doaram sangue pela
primeira vez (grupo 1), individuos que doaram sangue anteriormente porém ndo no ultimo ano
(grupo 2) e doadores de sangue que fizeram doagdes uma ou mais vezes no Ultimo ano (grupo
3)%¢, O critério utilizado pelo Hemocentro para aceitar o individuo como doador de sangue era:
hematdcrito — Ht > 39% para os homens e Ht > 38% para mulheres (Anexo 11).
Observaram-se altas frequéncias de ID e IDA em mulheres, sendo as frequéncias maiores no
grupo 3 (Figura 19). As frequéncias de ID e IDA foram maiores em mulheres quando
comparadas com as frequéncias dos doadores masculinos. Este achado mostra um sério
problema de saude publica no Brasil, especialmente em relacao as mulheres, pois muitas estao

doando sangue sem ter condi¢cdes nutricionais adequadas®*®.
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Figura 19 - Frequéncias de deficiéncia de ferro e anemia ferropriva em doadores de sangue
femininos e masculinos®*

Deficiéncia de ferro: ferritina < 12ug/L; Anemia ferropriva: mulheres (ferritina < 12ug/L e hemoglobina <
12,0 g/dL) e homens (ferritina 12ug/L e hemoglobina < 13,0g/dL). Grupo 1: doadores de sangue que
fizeram pela primeira vez a doacdo; Grupo 2: doadores de sangue que doaram sangue anteriormente,
porém ndo no ultimo ano; Grupo 3: doadores de sangue que fizeram doagdes uma ou mais vezes no
dltimo ano. Fonte: Terada et a/. (2009) ¢

5.5. Marcadores moleculares do estado do ferro em doadores de sangue

As variantes dos polimorfismos p.C282Y, p.H63D e p.S65C no gene HFE tém sido
associadas com o acumulo de ferro no organismo. O conhecimento das frequéncias destas
variantes em individuos saudaveis torna-se importante quando o pais tem um programa de

fortificagdo compulséria de alimentos com ferro. Desse modo, avaliamos a frequéncias das
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variantes dos polimorfismos genéticos no gene HFE em 542 doadores de sangue, bem como as
alteracdes no estado nutricional relativo ao ferro segundo os genétipos para os trés
polimorfismos genéticos®’.

As frequéncias de alelos 282Y, 63D e 65C foram de 2,1%, 13,6% e 0,6,
respectivamente. Nenhum dos 542 doadores era portador do gendtipo 282YY para o
polimorfismo HFE p.C282Y. A frequéncia do alelo HFF 282Y no Brasil € bem menor (2,1%) %’
do que aquelas frequéncias descritas no norte da Europa (5,1 a 8,2%) **.

Nas mulheres, o estado do ferro foi semelhante, segundo os gendtipos para os trés
polimorfismos, independente da frequéncia de doacdao de sangue. Em contraste, homens que
doaram sangue pela primeira vez e portadores do gendtipo HFE 282CY apresentaram maiores
valores de saturacdo de transferrina e menores concentragdes da capacidade total de ligacdo
com o ferro quando comparados com aqueles portadores de gendtipo homozigoto selvagem
para o polimorfismo AHFE p.C282Y. Além disso, neste grupo de doadores de sangue, os
portadores de alelo 63 D (gendtipos HFE 63DD + 63HD) apresentaram maiores concentragoes
de ferritina sérica do que aqueles portadores de gendtipo ancestral para o polimorfismo HFE
p.H63D. Estes resultados sugerem que os polimorfismos p.C282Y e p.H63D no gene HFE estao
associados com o aumento no estado nutricional relativo ao ferro, em doadores de sangue, de
maneira género-dependente **’(Anexo 12).

Outro aspecto analisado nestes doadores de sangue foi o papel do polimorfismo HFE
p.C282Y como fator de protecao contra ID e IDA em mulheres, uma vez que portadores do
alelo Y poderiam apresentar maiores concentracdes de ferro. Observou-se que  as
concentracdes de hemoglobina e ferritina foram semelhantes nas mulheres portadoras de
gendtipo ancestral (CC) e gendtipo heterozigoto (CY) para o polimorfismo HFE p.C282Y 2%

(Anexo 11).
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5.6. Marcadores moleculares de sobrecarga de ferro

O termo sobrecarga de ferro refere-se a presenca de altas concentracdes de ferro nos
tecidos. A sobrecarga de ferro pode ocorrer em individuos quando ha aumento da absorcdo
intestinal de ferro, ou ainda, quando estdo presentes fatores secundarios, como hemdlise
recorrente ou transfusdes sanguineas frequentes, uma vez que o ferro proveniente da
destruigdo dos eritrdcitos ndo é excretado, permanecendo nos macréfagos e nos tecidos®** 2,

A Hemocromatose (HH) é uma doenca hereditaria que se caracteriza pela sobrecarga
de ferro no organismo, devido ao aumento da absorcao de ferro (cerca de 3 a 4 vezes maior)
no trato gastrointestinal quando comparados aos individuos normais 2*°. E uma doenca genética
muito comum em individuos descendentes do norte da Europa, afetando 1 a cada 200 a 300

individuos 2.

Aproximadamente 90% do ferro absorvido sao encontrados no figado, podendo
causar, apods longo tempo, fibrose e cirrose. O excesso de ferro pode acarretar lesdes em
outros érgaos, como pancreas, pele, coracao, articulagdes e glandula pituitaria, sendo comum a
observagdo de diabete melito e insuficiéncia cardiaca, nestes pacientes®*>. Os sintomas s3o
detectados mais frequentemente apds os 50 anos e sdao mais frequentes em homens do que
nas mulheres (razdo de 3:1) 2%,

A classificacao da HH é realizada de acordo com a alteracdo genética encontrada. Os
casos de HH sdo classificados em tipos 1, 2A, 2B, 3 e 4; quando a sobrecarga de ferro estiver
associada aos genes HFE, HIV, HAMP, TFR2 e SLC40A1, respectivamente.

A frequéncia do alelo HFE 282Y em individuos saudaveis é alta no norte da Europa (5,1
a 8,2%) **’, enquanto que no Brasil esta frequéncia € bem menor (2,1%) %*/, dai a importancia

de identificarmos mutacdes em outros genes associados ao metabolismo do ferro em pacientes

brasileiros com HH.
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5.6.1. Alteragoes genéticas associadas a Hemocromatose Hereditaria

Com intuito de conhecer as alteracdes genéticas presentes em pacientes com
sobrecarga de ferro primaria que apresentavam, no minimo em duas determinacdes, valores de
saturacao de transferrina = 50% para mulheres e > 60% antes de iniciarem as flebotomias,
foram realizadas reacoes de PCR para amplificacdo de fragmentos de cada éxon dos genes
HFE, HJV, HAMP, TFR2 e SLC40A1 e posteriormente a pesquisa de mutacOes pelo
sequenciamento direto bidirecional. O gene HFE apresenta 6 éxons, o HIV 4 éxons, o HAMP 3
éxons, o TFR2 18 éxons e o SLC40A1 8 éxons *.

Uma nova mutacdao no gene HFE foi identificada (p.V256I) em heterozigose com o
polimorfismo HFE p.H63D em um dos pacientes com HH. Porém, esta nova mutacao (p.V256I)
ndo afeta a interacdo HFE/B2M/TR *** (Anexo 13).

O sequenciamento dos éxons 1, 2 e 3 do gene HIV ndo revelou nenhuma mutacao,
porém, no éxon 4 foram identificadas 3 alteracbes (p.E302K, p.A310G e p.G320V) ** (Anexo
14). Neste estudo, foi reportado o primeiro relato de caso de hemocromatose juvenil com
diagndstico molecular no Brasil (gendtipo homozigoto para a mutagao HIV p.G320V). O
paciente de 22 anos apresentava queixa de fraqueza, dores articulares, intolerancia a glicose e
impoténcia. O mesmo foi submetido a terapéutica com quelante de ferro e flebotomias,
alcancando valores adequados para ferritina sérica e saturacao de ferro, com desaparecimento
dos sintomas clinicos ** (Anexo 15).

No sequenciamento dos 18 éxons do gene TFR2 foram identificados 3 polimorfismos
descritos (p.A75V, p.A617A e p.R752H) **.

No gene da ferroportina (SLC40A1), o sequenciamento dos 8 éxons do gene identificou
6 polimorfismos ndo patogénicos (rs13008848, rs11568351, rs11568345, rs11568344 e

rs2304704, rs11568346) e 1 alteracao nao descrita previamente na literatura (p.G204S). A
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mutacdo p.G204S em homozigose (c.G610A, éxon 6) foi identificada em uma paciente mulher
de 52 anos, que nao apresentou mutagdes no gene HFE e ndo relatou o conhecimento de
familiares com o desenvolvimento de sobrecarga de ferro. Na andlise de alinhamento da
sequéncia da proteina ferroportina, o residuo G204 estd conservado em todos os organismos
estudados. Frente a este achado, realizamos a pesquisa da alteracao p.G204S em DNA de 305
doadores de sangue, ndo encontrando nenhum doador com esta mutagdo *.

No gene HAMP, o sequenciamento dos éxons 1 e 2 ndo detectou nenhuma mutacao.
No éxon 3, foi identificada a mutacdo p.R59G em heterozigose em um paciente homem de 63
anos que nao apresentava mutacdes no gene HFE. Também uma alteracdo intrOnica em
heterozigose (IVS3 +42G>A) foi identificada em um homem de 47 anos, portador do gendtipo
heterozigoto para p.H63D no gene HFE. Esta variante intrénica ndo apresentou potencial de
alteracdo no sitio de splicing, sugerida pelo GeneSplicer® *% %%,

Na Tabela 12, estdo apresentadas as frequéncias alélicas de cada mutacao
identificada no sequenciamento dos genes HFE, HIV, HAMP, TFR2 e SLC40A1**! (Anexo 16).

Nossos resultados sugerem que o sequenciamento de genes relacionados a absorcao
(HV], HAMP, TRF2, SLC40A1) é muito util quando o paciente apresenta sobrecarga de ferro no
figado, avaliada por ressonancia magnética, apresenta saturacao de transferrina acima dos
valores de corte, segundo género, e a genotipagem para os polimorfismos no gene HFE ndo

apresentou o alelo mutado.
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Tabela 12 - Frequéncias alélicas de variantes em genes HFE, HJV, TFR2 e SLC40A1 em 51

pacientes com sobrecarga de ferro primaria (Hemocromatose Hereditaria)**

Variantes NUmero de Genotipos Frequéncia de
pacientes (HM or HT) alelos (%)
Gene HFE
p.C282Y 21 11 HM, 10 HT 31,4
p.H63D 22 2 HM, 20 HT 23,5
p.S65C 2 2 HT 2,0
p.V2561 1 1HT 1,0
Gene HIV
p.E302K 2 2 HT 2,1
p.A310G 1 1HT 1,0
p.G320V 1 1 HM 2,0
Gene HAMP
p.R59G 1 1 HT 1,0
Gene TFR2
p.A75V 1 1 HT 1,0
p.A617A 7 1HM, 6 HT 7,8
p.R752H 3 3T 2,9
Gene SLC40A1
UTR ¢.G8C 19 2 HM, 17 HT 20,6
UTR ¢.C98G 19 3 HM, 17 HT 22,5
p.11091 2 2 HT 2,0
p.L129L 1 1HT 1,0
p.v221V 36 4 HM, 32 HT 39,2
p.R561G 1 1 HM 2,0
p.G204S 1 1 HM 2,0

HM: homozigose, HT: heterozigose
Fonte: Santos et a/. (2011)**
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IV. RESUMO DOS PRINCIPAIS ACHADOS

Os nossos estudos contribuiram para o conhecimento:

Nos aspectos genético e nutricional, mostrando:

1- Novos biomarcadores para caracterizar deficiéncia de Cbl em pacientes com anemia
megaloblastica (SAH apresentou-se aumentada, enquanto que a razao SAM/SAH apresentou-se
diminuida), sendo estes resultados corrigidos com o tratamento com ciano-Cbl %*;

2- Efeito da interacdo gene-dieta nos valores de tHcy e MMA no periodo gestacional *°;

3- Associacdo entre fatores nutricionais (consumo alimentar e concentracdes séricas) e
genéticos na taxa de metilacdo global do DNA durante a gravidez **3;

4- Associacao inversa entre o folato sérico e as taxas de metilagdo na regido promotora dos
genes IFNy e Stratifin durante a gestacdo, o que pode estar associado a menor expressao
génica 2'%;

5- Determinantes genéticos e nutricionais, bem como a interacdo entre polimorfismos em
diferentes genes, nos valores de tHcy em parturientes 179 217 220

6- Efeito da deficiéncia de Cbl materna no préprio metabolismo, bem como no metabolismo de
seus recém-nascidos

10; 11.
I

7- Identificacdo de biomarcadores e alteragbes genéticas associadas a etiologia do aborto
espontaneo " %/,
8- Identificacdo de novas mutacOes nos genes HFE e SLC40A1 em pacientes portadores de

hemocromatose hereditaria 2.
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No aspecto de satlide publica, mostrando:

1- Baixas frequéncias de variantes para os polimorfismos p.C282Y, p.H63D e p.S65C no gene
HFE em doadores de sangue, resultado este importante para as politicas publicas, quando se
considera que os portadores destas variantes poderiam ter maior acumulo de ferro no
organismo quando expostos a fortificacdo das farinhas de trigo e milho com ferro no Brasil*’.

2- Altas frequéncias de deficiéncia de ferro em mulheres, especialmente naquelas que, sem ter
condicBes nutricionais adequadas, doam sangue **.Nossos resultados sugerem que ha
necessidade de mudanca do critério para selecao hematoldgica de individuos como doadores de

sangue nos hemocentros, introduzindo outros exames que excluam os individuos anémicos e,

especialmente para as mulheres, que se excluisse também a deficiéncia de ferro.

No aspecto metodologico, mostrando:
1- Que resultados controversos encontrados na literatura em relacdo as concentragoes de folato
sérico em estudos caso-controle de DFTN podem ser decorrentes da limitacdo do método

utilizado para determinar essa vitamina **°.
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