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RESUMO

ALMEIDA LC. Preditores dietéticos das concentracoes séricas ou plasmaticas
de homocisteina, acido folico, vitaminas B;, e B em mulheres de baixa renda
de Sao Paulo [Dissertacdo de mestrado]. Sdo Paulo: Faculdade de Salde Publica da
USP; 2007.

Objetivo Examinar a correlagao entre fatores dietéticos, obtidos por questionario de
freqiéncia alimentar (QFA) validado, e concentracbes séricas ou plasmaticas de
homocisteina (hcy), acido félico, vitaminas B;, € Bg em mulheres de Sao Paulo.
Populacao e métodos Foram analisados os dados dietéticos de 1.434 mulheres de 21
a 65 anos de um estudo caso-controle sobre consumo alimentar e lesGes neoplasicas do
colo uterino realizado em trés hospitais publicos da cidade de Sdo Paulo, excluindo-se
0s casos de cancer invasivo. Todas participantes tiveram sua ingestdo alimentar usual
avaliada por entrevista, usando um QFA, e forneceram amostras sangiiineas em jejum
para separagao de plasma e soro. ConcentracOes séricas de acido fdlico e vitamina B,
foram analisadas por técnica de fluoroimunoensaio, enquanto concentragdes
plasmaticas de hcy e vitamina Bg foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta
Performance em fase reversa. Correlagdes entre ingestao estimada de nutrientes,
ajustados pelas calorias totais, e alimentos com as varidveis bioquimicas foram
avaliadas em modelos de regressao linear multiplos, apds ajuste para co-variaveis, tais
como idade, Indice de Massa Corporal (IMC), estilo de vida (incluindo tabagismo),
morbidade ginecoldgica pregressa ou atual, historia obstétrica e uso de anticoncepcional
oral. Resultados Embora apenas 6,2% das participantes do estudo tenham
apresentado concentracGes séricas de acido folico abaixo do valor de referéncia (7
nmol/L), 45,7% e em 97,1% tiveram um consumo estimado de folato inferior a 180
ug/dia e 400 pg/dia, respectivamente. Modelos de regressao multiplos mostraram
correlagao positiva entre acido fdlico sérico e ingestdo estimada de proteina, ferro,
folato, vitaminas B;, Bs, Bs, A, C e frutas/sucos citricos e de vegetais verdes, e
correlagao inversa entre acido fdlico sérico e consumo estimado de gorduras, doces e
leite e derivados. Resultados similares foram obtidos apos ajuste adicional para fibra da
dieta, exceto com consumo de folato e de vegetais verdes, que perderam a significancia
estatistica como preditores independentes das concentragdes séricas de acido folico.
Concentracoes séricas de vitamina B;, abaixo do ponto de corte de 148 pmol/L foram

observadas em 11,0% da amostra; a maioria delas (70,4%) apresentou ingestao



estimada de vitamina Bj, igual ou superior a recomendacdo (2 pg/dia). As
concentragbes séricas de vitamina B;, foram positivamente correlacionadas com
consumo estimado de produtos lacteos e das vitaminas B, e By,. A ingestdo de fibra,
vitamina E e leguminosas foi inversamente correlacionada com as concentragdes séricas
de vitamina By,. Ingestdo de vitamina Bg abaixo das recomendacbes de 1,3 mg/dia
(=50 anos) e 1,5 mg/dia (>50 anos) foi observada em 49% das participantes. Nenhuma
correlacdo foi encontrada entre dados da dieta e concentrages plasmaticas de vitamina
Bs. As concentragdes plasmaticas de hcy foram positivamente correlacionadas com o
consumo estimado de carboidratos e doces, e inversamente correlacionadas com o
consumo estimado de proteina, colesterol, ferro, zinco de origem animal, vitaminas A,
B,, Bi; e Bg, e pescados. Entretanto, essas correlagdes perderam a significancia apds
ajuste adicional por proteina da dieta, um dos mais fortes preditores das concentracoes
plasmaticas de hcy. Conclusdao Nutrientes e alimentos selecionados da dieta
mostraram-se preditores independentes das concentracGes séricas de acido fdlico e de
vitamina Bj;, indicando as principais fontes alimentares desses nutrientes nesta
populagdo e em outras similares. A forte correlacdo negativa entre concentragao
plasmatica de Hcy e proteina da dieta sugere base para o planejamento de futuras
intervengdes nutricionais. Nenhuma correlacdo foi observada entre concentragao

plasmatica de vitamina Bg e fatores dietéticos estimados.

Descritores Folato. Vitamina Bj,. Vitamina Bg. Homocisteina. Consumo alimentar.

Epidemiologia nutricional.



ABSTRACT

ALMEIDA LC. Preditores dietéticos das concentracdes séricas ou plasmaticas
de homocisteina, acido folico, vitaminas B;, e B em mulheres de baixa renda
de Sao Paulo./Dietary predictors of serum or plasma concentrations of homocystein,
folic acid, vitamins B12 and B6 in low-income women in Sdo Paulo, Brazil [dissertation].
Sao Paulo (BR): Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo; 2007.

Objective To examine whether measurements of dietary intakes, obtained with a
validated quantitative food frequency questionnaire (FFQ), correlated with serum or
plasma levels of folic acid, vitamins B12 and B6 and homocystein (hcy) measured in
low-income women living in S3o Paulo, Brazil. Population and methods We analyzed
dietary data from 1434 women aged 21-65 years enrolled in a case-control study of diet
and cervical cancer carried out in three public hospitals of S3o Paulo. Data for women
with invasive cervical cancer were excluded. All participants had their usual dietary
intake assessed by interview, using a validated FFQ, and provided a fasting blood
sample for serum and plasma separation. Serum concentrations of folic acid and vitamin
B12 were measured by fluorimmunoassay, while plasma levels of vitamin B6 and hcy
were measured by reversed-phase high performance liquid chromatography.
Correlations between estimates of food and energy-adjusted nutrient intakes and levels
of folic acid, vitamins B12 and B6 and hcy were assessed using multiple linear
regression models, adjusted for covariates such as age, body mass index, lifestyle
(including smoking), past and current gynecologic morbidity and obstetric history, and
use of oral contraceptives. Results Although only 6.2% of the study participants had
serum folic acid levels below the reference value of 7 nmol/L, 45.7% and 97.1% had a
dietary intake of folic acid estimated to be less than 180 npg/day and 400 pg/day,
respectively. Multiple linear models showed serum folic acid levels to be positively
correlated with the estimated intake of protein, iron, folate, vitamins B1, B3, B6, A and
C, citrus fruits and juices and green vegetables, and negatively correlated with the
estimated intake of fat, sweets and dairy products. Similar results were obtained after a
further adjustment for fiber intake in the model, except for the estimated intake of folic
acid and green vegetables, which lost their statistical significance as independent
predictors of serum folic acid levels. Serum levels of vitamin B12 below the cut-off point
of 148 pmol/L were found in 11.0% of study participants; most of them (70.4%) had
their vitamin B12 intake estimated to be equal or greater than the reference value of 2



ug/day. Serum levels of vitamin B12 were positively correlated with the estimated intake
of dairy products and vitamins B2 and B12. The estimated intakes of fiber, vitamin E
and beans were negatively correlated with serum levels of vitamin B12. Dietary vitamin
B6 was estimated to be below the recommended levels of 1.3 mg/day (age < 50 years)
or 1.5 mg/day (age > 50 years) in 49.0% of study participants. No correlation was
found between estimated intakes of foods and nutrients and plasma levels of vitamin
B6. Hcy concentrations were positively correlated with the estimated intake of
carbohydrates and sweets, and negatively correlated with the estimated intake of
protein, cholesterol, iron, zinc of animal origin, vitamins A, B2, B12 and B6 and fishes.
However, these correlations were no longer significant after additional adjustment for
dietary protein, the strongest predictor of hcy plasma levels. Conclusion The estimated
dietary intakes of selected foods and nutrients were shown to be independent predictors
of measured serum levels of folic acid and vitamin B12, providing a basis for
indentifying the main dietary sources of these nutrients in this and similar populations.
The strong negative correlation between plasma levels of hcy and dietary protein
provides a basis for future nutritional interventions. No correlation was found between

plasma concentrations of vitamin B6 and estimated dietary intakes.

Key-words. Folate. Vitamin B12. Vitamin B6. Homocyistein. Dietary intake. Nutritional
Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

Os micronutrientes podem ter um importante papel na melhoria da salude
reprodutiva de mulheres de paises em desenvolvimento (CRISTIAN 2003). Nos
ultimos anos, um progresso consideravel foi alcancado em relacao a compreensdo
sobre o papel metabdlico do acido félico na salde e na doenca, com destaque

importante no ambito da Saude Publica.

Embora estudos mais recentes tenham demonstrado que a suplementacao
combinada de acido fdlico, vitamina B, € Bs ndo reduz o risco para eventos
cardiovasculares em pacientes com doenga vascular ou com histérico de infarto
agudo do miocardio (BONAA et a/ 2006; LONN et a/ 2006), é relativamente seguro
afirmar que a deficiéncia de folato contribui para o aumento das concentragdes
plasmaticas de homocisteina (hcy), um reconhecido fator de risco para
aterosclerose e aterotrombose (WELCH & LOSCALZO 1998; PIETRZIK 1998;

JACQUES 2001).

Além disso, a deficiéncia de folato é uma das causas da anemia
megaloblastica e causa principal de defeitos do tubo neural (DTNs), definidos como
malformacdes do sistema nervoso central ocasionadas por desenvolvimento
alterado em etapas precoces da embriogénese, durante a 32 ou 42 semana de
gestagdo (SCHOLL TO & JOHNSON WG, 2000; KRISHNASWAMY & MADHAVAN
2001; McDONALD et a/ 2003). Evidéncias epidemioldgicas, clinicas e experimentais
sugerem que a deficiéncia de folato em tecidos normais pode ser um fator
predisponente ao desenvolvimento de neoplasias (KIM 1999, MOLLOY & SCOTT

2001), como por exemplo, o cancer de mama (LAJOUS et a/2006).
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Embora a deficiéncia das vitaminas Bs e B;, ndo tenha sido identificada como
problema de salde publica, o0 metabolismo de ambas esta intimamente relacionado
ao metabolismo do acido félico em seres humanos. Mais recentemente, com o
amplo reconhecimento da toxicidade neural e vascular da hcy, muitas investigagdes
a respeito do acido fdlico (e da vitamina By;) tém enfocado o metabolismo desse
aminoacido, cuja concentracdo sangiiinea pode ser interpretada como biomarcador
da adequacdo nutricional do acido fdlico e das vitaminas Bs e By, — apresentando,
inclusive, melhor correlacdo com a ingestdo total de folato do que a prépria
concentragdo sérica de acido félico (WILLETT 1998; VRENTZOS et a/ 2006; SELHUB

2006).

1.1 Acido félico, Folato ou Vitamina B,

Acido félico é uma vitamina hidrossoltvel do complexo B cuja denominacdo é
derivada da palavra latina folium, que significa folha, j@ que foi primeiramente
isolada de folhas de espinafre, em 1941. Em 1946, o acido félico foi obtido na forma

sintética (van der PUT et a/2001).

O termo acido félico é usado para sua forma sintética presente em
multivitaminas, tabletes de acido félico e alimentos fortificados. O acido fdlico
sintético é relativamente estavel e existe como monoglutamato, uma forma que é
rapidamente absorvida sem ser processada (van der PUT ef a/ 2001; CARMEL

2006).

A forma natural é referida como folato (ou folacina), que ocorre

naturalmente como poliglutamatos. As fontes dietéticas ricas em folatos incluem
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uma ampla variedade de frutas e verduras, particularmente vegetais de folhas
verdes como espinafre, couve, brdcolis etc. Outras fontes ricas em folato incluem
batatas, feijoes e visceras, como o figado. O folato nos alimentos é prontamente
oxidado e as taxas de oxidacao variam diretamente com a concentragdao de
oxigénio, temperatura, alcalinidade, exposicdo a luz e concentracdo de ions de
cobre e ferro. Portanto, uma consideravel quantidade de folato pode ser destruida
na coccao, processamento e estocagem (van der PUT et a/ 2001; RAMAKRISHNAN

et al2006).

Metabolismo alterado de folato pode proceder de deficiéncia primaria da
vitamina, distUrbios gastrointestinais que resultam em malabsorcdo, polimorfismos
de nucleotideos, catabolismo do folato aumentado e deficiéncias secundarias de
vitaminas Bs e B, decorrentes de uma variedade de patologias (CARMEL 2006;
SCHNEIDER et a/ 2006; BURRIN & STOLL 2007). Fatores hormonais e dietéticos,
como o ferro, podem alterar a expressao de genes que codificam as enzimas
dependentes de folato, influenciando o fluxo entre as varias vias anabdlicas
dependentes de folato. Além disso, biossintese comprometida de timidilato e
remetilagdo da hcy pode impactar diretamente a estrutura e estabilidade do

genoma (STOVER & GARZA 2002; HERRMANN 2006).

A relagao do folato com DTNs pode ser devido a essas interagdes deletérias
entre folato e genoma. A metilagdo do DNA pode influenciar a expressdo de cerca
de 10% dos genes de mamiferos, indicando que um metabolismo alterado de folato
pode influenciar a expressdo de muitos genes necessarios a formacao do tubo
neural (ISHIBASHI 2004, HERRMANN 2006). Além disso, metilacdo alterada de

proteinas pode também exercer um papel importante; por exemplo, proteinas do
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citoesqueleto como a B-actina e a tubulina necessitam sofrer metilagdo durante o

fechamento do tubo neural (DUNLEVY et a/2006).

Os grupos populacionais mais vulneraveis a deficiéncia de folato sdo: os
idosos, que apresentam maior risco para o desenvolvimento de doenca de
Alzheimer dentre varios outros tipos de deméncia (MILLER 2003); as nutrizes,
devido a possibilidade de mulheres aparentemente saudaveis tornarem-se
deficientes no periodo pds-parto (O CONNOR et a/ 1997; KHOR et a/ 2006); os
lactentes, uma vez que as reservas de folato sao menores ao nascimento e se
tornam rapidamente depletadas em fungao do crescimento acelerado nessa fase
(GUILLAND & LEQUEU 1995; TAMURA & PICCIANO 2006), além do fato de a
concentracdo de folato no leite materno ser dependente do estado de folato na
mulher e da duracdo da lactacao (ALLEN 2005); e as mulheres em idade fértil ou
gestantes, dado o risco de nascimento pré-termo (VOLLSET et a/ 2000; SIEGA-RIZ
et al 2004) e de DTNs (SCHOLL & JOHNSON 2000; KRISHNASWAMY & MADHAVAN

2001; BLOM et a/ 2006).

As recomendagOes nutricionais de 1989 (INSTITUTE OF MEDICINE 1989)
para a populacao americana indicavam um consumo de 0,18 mg/dia de folato para
mulheres adultas e de 0,4 mg/dia para gestantes. Em 1992, o Center for Diseases
Control and Prevention recomendou a ingestao de 0,4 mg/dia para as mulheres em
idade fértil e sem histéria familiar de DTNs, mas para aquelas com alto risco
(histdria prévia de filhos com DTNs) a recomendacao era dez vezes maior: 4 mg/dia
(CDC 1992). Em 1998, o Institute of Medicine aumentou as recomendagdes
nutricionais e estabeleceu 0,4 mg/dia para mulheres em idade fértil e 0,6 mg/dia
para gestantes (INSTITUTE OF MEDICINE 1998). No Brasil, a Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA 2005) publicou regulamento técnico sobre a ingestao
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didria recomendada de proteina, vitaminas e minerais em 2005 que, no caso do

acido fdlico, é equivalente ao proposto pelo Institute of Medicine em 1998.

O aumento da necessidade de folato em gestantes ocorre em virtude do
incremento ao estimulo da eritropoiese materna, da expansao do volume
sangliineo, do aumento da excrecao de folato urindrio e da menor ingestdo
naqueles casos em que a gestante tem problemas digestivos (nauseas, vomitos) no
inicio da gestacdo (McGANITY et a/ 2003). A deficiéncia do folato em gestantes,
além de aumentar o risco do nascimento de uma crianga com labio leporino, fenda
palatina, malformacGes cardiacas e renais, pode resultar em uma das trés possiveis
formas de manifestagao no feto: anencefalia (forma mais grave, na qual ndo ocorre
a formacao de parte do encéfalo, o que acarreta a morte do feto); cefalocele (a
formacao total do osso do cranio fica impedida, e também causa alta mortalidade);
e espinha bifida ou mielomeningocele (a manifestagdo menos grave e mais
comumente encontrada; o canal que envolve a medula espinhal ndo se fecha
completamente durante a gestagdo, apresentando formas brandas a graves)
(NORTHRUP & VOLCIK 2000). Embora a espinha bifida ndo cause a morte do bebé,
as conseqliéncias podem ser diferentes niveis de paralisia. Atualmente, essas
criancas podem chegar a idade adulta, mas, quando sobrevivem, necessitam de
cuidados como fisioterapia, terapia ocupacional, cirurgides e neurologistas, além de

apoio psicolégico (CAMPBELL 2001).

O Atlas Mundial de Defeitos Congénitos publicado pela Organizagdo Mundial
da Salde em 2003 mostrou prevaléncias varidveis de DTNs para os diferentes
paises no periodo 1993-1998. Para o Brasil, os dados foram coletados nas 11

maternidades acompanhadas pelo Estudo Latino-Americano Colaborativo de
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Malformagdes Congénitas (ECLAMC). A prevaléncia de anencefalia por mil nascidos
vivos era baixa na Croacia (0,000) e em Cuba (0,007), atingindo os mais altos
indices no Brasil (0,862), Paraguai (0,869), Chile (0,905) e México (1,532). Ja as
menores prevaléncias de espinha bifida por mil nascidos vivos ocorriam na
Franca/Paris (0,077) e Inglaterra/Pais de Gales (0,095) e as maiores no Brasil
(1,139), Bulgaria (1,152), Venezuela (1,196) e México (1,525). Segundo estes
dados, o México figura em primeiro lugar e o Brasil em quarto, tanto na prevaléncia
de anencefalia quanto de espinha bifida, entre os 41 paises pesquisados.
Usualmente estas prevaléncias s3o subestimadas, pois muitas gestacdes com DTNs

sao naturalmente, ou deliberadamente, interrompidas (WHO 2003).

Ainda sao escassas as publicacdes no Brasil sobre a prevaléncia dos DTNs.
Os dados disponiveis mostraram taxas variando de 0,83/1.000 a 1,87/1.000
(GRILLO & SILVA 2003). O seguimento dos DTNs ocorridos em uma maternidade de
Belo Horizonte, Minas Gerais, entre 1990 e 2000 registrou uma prevaléncia de 4,2
DTNs por mil nascidos vivos, significativamente maior do que as estimativas
anteriores (AGUIAR et a/2003). Em S3o Paulo, a sede da Associacdo de Assisténcia
a Crianca Deficiente (AACD) registrou, nos ultimos 5 anos, 2.600 novos casos de
mielomeningocele (ANONYMUS 2006). Os resultados mais recentes do ECLAMC
também mostraram prevaléncias mais altas de DTNs: 3,13 (1999), 3,32 (2000) e
3,36 (2001) por mil nascidos vivos (CASTILLA et a/ 2003). Estas prevaléncias
colocam o Brasil, ao lado do México, no patamar dos paises com as mais altas taxas
de DTNs.

As exposicOoes que s3o consideradas causas muito provaveis, causas
provaveis ou causas possiveis de DTNs incluem medicamentos, doencas e infeccoes

maternas, deficiéncias nutricionais, fatores fisicos e relacionados ao estilo de vida
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(alcool, fumo, cafeina), exposicdes ocupacionais e ingestdao de contaminantes na

agua (ESKES 1997; JENSEN 2002).

No Brasil, Rondé e Tompkins (2000), em estudo caso-controle com 315
maes que tiveram bebés com retardo de crescimento intra-uterino (RCIU) e 321 que
tiveram bebés com idade gestacional adequada (AIG), observaram que, entre os
casos, 25,7% dos bebés apresentaram concentracoes de folato no cordao umbilical
<226,5 nmol/L (em virtude da falta de um ponto de corte claro para deficiéncia de
folato na gestacdo, os autores utilizaram 226,5 nmol/L, sugerido pela OMS para
determinar deficiéncia de folato eritrocitario em uma populacdo adulta), enquanto
que entre os controles, a prevaléncia foi de 19,9% (p<0,05). Quanto as
concentracoes séricas de folato materno, prevaléncias similares de valores <226,5
nmol/L foram observadas entre casos (30,1%) e controles (29,9%). Esses autores
destacam que, embora ndo se tenha observado associacdo entre deficiéncia de
folato materno e RCIU, 35% de todas as maes avaliadas foram deficientes nessa

vitamina.

Em uma coorte de mulheres brasileiras (n=46), suplementadas com &cido
folico a partir do segundo trimestre de gestacao, Glorimar et a/ (2004) observaram
que a mudanca (concentragbes sangliineas no terceiro trimestre subtraidas das
concentragdes sangiiineas no primeiro trimestre) na hcy plasmatica foi
inversamente correlacionada (p<0,01) com as mudangas no acido fdlico plasmatico
(r=-0,573) e eritrocitario (r=-0,525). No decorrer do periodo do estudo, foi ainda
observado que tanto o acido fdlico plasmatico como o eritrocitario aumentaram, em
consisténcia com o uso de suplemento de acido félico. Sob a luz do conhecimento
de que o acido félico esta diretamente envolvido na biossintese “de novo” de

purinas e timidilatos, representando um papel chave na replicacao e divisdao celular
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através da metilacggo do DNA (WAGNER 1995), esses estudos sugerem a
necessidade de se oferecer suplementagao de folato as mulheres brasileiras durante
a gravidez e explicitam a importancia de se investigar o efeito dessa suplementacao
nas concentracdes de hcy e na prevaléncia de DTNs. Além disso, é necessario
conhecer quais fatores sdo determinantes do folato sangliineo neste grupo
especifico - mulheres brasileiras de baixa renda em idade reprodutiva - para que a

deficiéncia marginal ou clinica possa ser evitada.

Brussaard et a/ (1997b), em estudo transversal avaliando ingestdo dietética,
estilo de vida, acido félico sérico e outras caracteristicas bioquimicas de 444
individuos holandeses, constataram que, em mulheres com idade de 20-49 anos,
em uso de contraceptivos orais, a concentragdo sérica de folato foi
significantemente mais baixa que naquelas nao usuarias. Também foi encontrada
correlagdo inversa significante entre o acido folico sérico e ingestdao de alcool e uso
de cigarro, e positiva entre acido folico sérico e idade e concentragoes séricas de

vitamina By,.

1.2 Vitamina B;, ou Cobalamina

A vitamina B, consiste em um membro de uma familia de moléculas
relacionadas denominadas corrindides, um termo utilizado para todos os compostos
que apresentam um nucleo corrina composto de uma estrutura em anel
tetrapirrdlico. O centro tetrapirrol contém o ion cobalto, que pode ser ligado
variavelmente a grupamentos metil, desoxiadenosila, hidroxi ou ciano. Os dois
primeiros constituem as formas naturalmente ativas, e os ultimos sdo convertidos

nelas /n vivo. A forma metil se liga a metionina sintase e a adenosil, a metilmalonil
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CoA mutase; essas sao as duas enzimas para as quais a vitamina B;, constitui uma
coenzima* em mamiferos. Para o presente estudo, vale destacar a metionina
sintase por seu papel na juncao entre dois importantes processos no metabolismo
interno: a sintese de DNA e RNA via purina e pirimidinas, e as reagdes de metilagao

(WEIR & SCOTT 2003).

As maiores fontes de vitamina By, na dieta humana s3o as carnes, ovos,
peixes, aves, visceras, leite e derivados. Como sdo todas de origem animal, os
vegetarianos estritos constituem um grupo de risco para a deficiéncia dessa
vitamina, portanto recomenda-se a suplementacdo medicamentosa nesses casos

(van den BERG 2002 et al).

Por sua participacao na divisao celular, portanto na formacao de células
sangliineas, a deficiéncia de vitamina B;, também pode resultar em anemia
megaloblastica, como ocorre na deficiéncia de acido félico. Outras possiveis
conseqiiéncias da deficiéncia de vitamina B, incluem neuropatia, ateroma (por
aumentar as concentracdes sanglineas de hcy) e esteatose hepatica (associada a
deficiéncia de metionina e colina, devido a inibicdo da metionina sintase pelo alcool)
(WEIR e SCOTT 2003). Estudos acerca dos determinantes séricos da vitamina B,
sao ainda escassos. A ingestdao de alcool interfere no seu metabolismo e é
considerada uma causa conhecida de menor concentracdo sangiinea dessa

vitamina (van den BERG 2002 et a/ WEIR e SCOTT 2003; MASON & CHOI 2005).

Em estudo transversal com 69 gestantes brasileiras, Guerra-Shinohara et a/
(2002) observaram correlacdo positiva significante entre concentracdes séricas de
vitamina B;, maternos e concentragles séricas dessa vitamina e folato eritrocitario
neonatais, e entre hcy plasmatica materna e hcy plasmatica neonatal, sugerindo
* Algumas enzimas necessitam de substancias (cofatores) que aumentam o seu potencial reativo.

Esses cofatores podem ser organicos como as vitaminas, chamados coenzimas, ou inorganicos, como
0s ions metalicos (LEHNINGER 2000).



Infrodugdo 21

que mulheres gravidas com baixas concentracdes de vitamina B;, sérica sdo
incapazes de fornecer as quantidades necessarias dessa vitamina aos seus fetos,
podendo levar a anormalidades neuroldgicas assim como falha na utilizagdo da hcy
no metabolismo da metionina. Em outro estudo transversal com 119 amostras
sangliineas de mulheres parturientes e dos corddes umbilicais de seus recém-
nascidos, Guerra-Shinohara et a/(2004) observaram que concentragdes de vitamina
By, maternas mais baixas estao associadas a concentracdes séricas de hcy mais

altas em seus recém-nascidos.

1.3 Vitamina B¢ ou Piridoxina

O termo vitamina Bg ou piridoxina é utilizado para definir um grupo de
compostos metabolicamente intermutdveis, que inclui o piridoxol (alcool), o
piridoxal (aldeido) e a piridoxamina (amina). Essa vitamina é relativamente estavel
ao calor, mas decompde-se por oxidagdo, luz ultravioleta e meio alcalino. O
congelamento de vegetais causa uma redugdo de até 25% no teor de vitamina Bs €
a moagem de cereais gera um desperdicio de até 90%. As perdas por cozimento de

alimentos processados podem alcancar 40% (LEKLEM 2003; THOMPSON 2006).

A vitamina Bs liga-se principalmente as proteinas nos alimentos. O piridoxol
encontra-se especialmente nas plantas, enquanto que o piridoxal e a piridoxamina
sao principalmente encontradas nos tecidos animais. O homem e os outros primatas
dependem de fontes externas para cobrir as suas necessidades de vitamina Be. As
aves e o figado de vaca, porco e vitela sdo excelentes fontes de piridoxina. As boas
fontes incluem o presunto, o peixe (atum, truta, arenque e salmao), nozes,

amendoins, avelas e cereais de grao integral. Em geral, os legumes e as frutas sao
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fontes pobres de vitamina Bs, embora existam produtos destes grupos de alimentos
que contém quantidades consideraveis de piridoxina, tais como os feijoes, a couve-

flor, as bananas e as passas (MACKEY et a/2006).

Certas vitaminas do complexo B podem atuar em sinergia com a piridoxina.
A niacina e a riboflavina, por exemplo, sdo necessarias para a interconversdo das
diferentes formas de vitamina B; como co-fatores das enzimas envolvidas (LEKLEM

2003; THOMPSON 2006).

E raro o estado de deficiéncia dietética que evidencie sintomas clinicos. Entre
as pessoas em risco de uma ingestdo/estado nutricional inadequado de piridoxina
estdo as mulheres gravidas e lactantes, devido as necessidades adicionais do feto
ou do bebé; usuarios cronicos de bebida alcodlica, uma vez que o alcool em excesso
pode debilitar gravemente a capacidade hepatica de sintetizar piridoxal-5"-fosfato
(PLP), a forma co-enzimatica mais reativa da vitamina; as mulheres que tomam
contraceptivos orais com elevado teor de estrogénio, ja que o PLP liga-se a
receptores esterdides; e pessoas com uma elevada ingestdo de proteinas, dado que
o metabolismo protéico depende da presenca da piridoxina como catalisadora em

reagOes de transaminagao (LEKLEM 2003; BOLANDER 2006).

Uma dieta com baixo teor de piridoxina pode levar a uma anemia
hipocrémica, a perda da capacidade de conversdo do triptofano em acido nicotinico,
além de dano do sistema nervoso, ja que o PLP também atua como coenzima na
sintese de neurotransmissores. A deficiéncia induzida por antagonistas ou certos
erros genéticos do metabolismo dos aminoacidos pode, se nao for

convenientemente tratada, resultar em retardo de crescimento, convulsdes, menor
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producdo de anticorpos, lesdes cutaneas, problemas digestivos e anormalidades

eletroencefalograficas (BOURRE 2006).

Hansen et a/ (1996), em estudo experimental realizado com 9 mulheres
americanas saudaveis, observaram relacdo inversa entre ingestdo de diferentes
quantidades de proteina e as concentraces sangiineas de vitamina Bg. Além da
proteina dietética, Brussaard et a/ (1997a) relataram ainda a forte influéncia inversa
da ingestdo de alcool na determinacdo dessas concentragGes, as quais foram

explicadas, entre as mulheres, em 10% pela ingestdo de vitamina Bg.

Embora sob a constatacao de que a maioria dos estudos que examinaram a
influéncia do exercicio fisico sobre a necessidade de vitaminas tenha sido realizada
com atletas, Manore (2000) sugere, em estudo de revisdo, que individuos ativos

podem apresentar estado nutricional deficiente ou marginal de vitamina Be.

A recomendacdo nutricional de vitamina Bg sofreu uma reducdao de 1,6
mg/dia (INSTITUTE OF MEDICINE 1989) para 1,3 mg/dia (INSTITUTE OF
MEDICINE 1998). Segundo Hansen et a/ (2001), essa recomendacao foi calculada
com base numa Estimativa Média das Necessidades para Grupos de Individuos
(Estimated Average Requirements for Groups — EAR, em inglés) de 1,1 mg/dia, a
ingestdo de vitamina Bg necessaria para uma concentracao plasmatica de PLP de 20
nmol/L. Esses autores destacam que o Committee on the Scientific Evaluation of
Dietary Reference Intakes determinou esse valor adequado com base em apenas
um estudo (LUMENG & LI 1974), em que as concentracoes plasmaticas de PLP de
94 homens saudaveis com idade de 18 a 68 anos foram avaliados; o menor valor
encontrado nesse grupo (20 nmol/L) foi arbitrariamente considerado como ponto de
corte para estado nutricional adequado. Para Mackey ef a/ (2006), a medida ideal

para determinar o estado nutricional relativo a vitamina B deveria ser uma medida
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funcional relacionada a um desfecho de salde especifico. Até que essa medida seja
determinada, a escolha de pontos de corte para avaliar o estado nutricional relativo

a vitamina Bs permanecera controversa.

1.4 Homocisteina e inter-relagoes com as vitaminas B;,, B e folato

O estudo da homocisteina tem despertado bastante interesse nos Ultimos
anos devido a associacao observada entre concentracdes elevadas de hcy e maior
ocorréncia de doencas cardiovasculares (WARD 2001) e mortalidade (NYGARD et a/
1997; BOSTOM et a/ 1999; BOTS et a/ 1999). Refsum et a/ (1998) destacam ainda
que maiores concentracdes de hcy estao relacionadas a disturbios mentais e
prejuizo da cognicdo em idosos. Em mulheres, altas concentragdes de hcy
aumentam o risco para desfechos adversos da gravidez, como pré-eclampsia,
prematuridade, baixo peso ao nascer e DTNs (VOLLSET et a/ 2000; RONNENBERG
et a/ 2002). De maneira geral, fatores genéticos, idade e sexo sdo os trés principais

determinantes ndo-modificaveis das concentragcdes de hcy (MENNEN et a/, 2002).

Os conhecidos determinantes genéticos da concentracdao sangliinea de hcy
sao os polimorfismos de genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo
de um carbono (grupamentos metil). O polimorfismo metilenotetraidrofolato
redutase 677C—»T é o mais comum, e a percentagem de individuos homozigotos
para essa mutagdao varia de 14 a 18% entre brancos e de 0 a 2% entre afro-

americanos (STEVENSON et a/ 1997).

Por conter quantidades aprecidveis das enzimas envolvidas nas vias da

transulfuracdo e da remetilac@o, os rins executam papel importante no metabolismo
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e depuracao da hcy. Segundo Vrentzos et a/ (2006), o aumento das concentragdes
de hcy com a idade pode ser parcialmente explicado pela deterioracdao da funcao

renal.

Dimitrova et a/ (2002), em artigo de revisao, apontam as concentracoes
sangliineas de estrogeno como um fator protetor contra a elevacao das
concentracdes plasmaticas de hcy em mulheres, explicando as concentragdes
menores (em torno de 20%) observadas nesse género. Dados sobre os efeitos do
estrégeno sobre as concentracoes de hcy nao sdo ainda bem esclarecidos. Davison
& Davis (2003) ressaltam que essa diferenca pode ser atribuida a uma maior
producdo de hcy em homens devido a maior demanda por grupos metil
provenientes da S-adenosilmetionina para sintese de creatina e creatinina,
aminodcidos intimamente correlacionados com a massa muscular, que é maior no

género masculino.

Estudos prévios evidenciaram que os principais fatores do estilo de vida,
portanto modificdveis, que contribuem para um aumento das concentragdes
sangiineas de hcy incluem a dieta inadequada, o habito de fumar e a inatividade
fisica (NYGARD et a/ 1998; WELCH & LOSCALZO 1998; de BREE et a/ 2001;

MENNEN et a/ 2002).

E amplamente reconhecido que alta ingestdo da vitamina Bs (JACQUES et a/
2001; POIRIER et a/2001), vitamina B, (JACQUES ef a/2001; ALFTHAN et a/ 2003;
SILASTE et a/ 2003) e folato (JACQUES et a/2001; POIRIER et a/2001; VENN et a/
2002; ALFTHAN et a/ 2003; SILASTE et a/ 2003) é determinante de concentragdes
baixas de hcy total em jejum, tanto em homens como em mulheres. Essas

associagoes sao consistentes com o metabolismo da hcy.
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A hcy € um aminoacido sulfurado formado durante o metabolismo da
metionina. Quando presente em altas concentracdes, a hcy sofre auto-oxidagao e
gera peroxido de hidrogénio, espécie reativa que contribui para lesdao de células
endoteliais. A hcy possui dois destinos metabdlicos provaveis: a remetilagdo ou a
transulfuracdo. No ciclo da remetilacdo, a hcy adquire um grupamento metil a partir
do N5-metiltetrahidrofolato (metil-THF), sintetizado no sistema co-enzimatico do
folato, ou da betaina para formar metionina, numa reacao catalisada pela metionina
sintase, enzima que tem como coenzima essencial a vitamina B;,. Sob condigdes em
que um excesso de metionina esta presente ou sintese de cisteina é necessaria, a
hcy entra na via da transulfuragdo. Nessa via, a hcy se condensa com a serina para
formar cistationina, em reagao catalisada por uma enzima dependente de vitamina
Bs, a cistationina B-sintase. A cistationina é subsequentemente hidrolisada por outra
enzima dependente de vitamina Bg, a cistationina y-liase, para formar cisteina, que
pode ser utilizada para formar glutationa ou ainda ser metabolizada a sulfato e
excretada na urina. Dessa forma, a via de transulfuracdo é responsavel tanto pelo
catabolismo da hcy derivada da metionina, como pela transferéncia do enxofre da
metionina a serina para sintetizar cisteina (WELCH & LOSCALZO 1998; DIMITROVA

et a/2001; SELHUB 2002; STIPANUK 2006).

Esse metabolismo inter-relacionado da hcy com as vitaminas B;,, B e folato
explica por que disturbios nutricionais relacionados a deficiéncia dessas vitaminas
podem resultar em hiperomocisteinemia. Estima-se que cerca de 70% dos casos de
hiperomocisteinemia se deve, em parte, ao estado nutricional inadequado relativo a

vitaminas do complexo B (SELHUB 2002).

Além da relagdo com a ingestao das vitaminas B;,, Bs e folato, Jacques et a/

(2001) observaram ainda concentracdes sangiiineas de hcy 10% mais altas no
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menor quintil de ingestdao de riboflavina da dieta, em comparagdo com o maior
quintil de ingestdo (p<0,01). Esses autores sugerem que tal achado pode ser
decorrente do papel da riboflavina, sob a forma de flavina adenina dinucleotideo
(FAD), como uma coenzima para a metilenotetraidrofolato redutase, enzima que
converte o metilenotetraidrofolato a metil-THF, necessario para a remetilagdo da

hcy a metionina.

De acordo com Vollset et a/ (2001), os trabalhos publicados sobre a relagao
do consumo do alcool e concentracdes sangiiineas de hcy sao inconsistentes, mas
Sakuta & Suzuki (2005) destacam que a aparente discrepancia dos achados pode
ser devida a diferencas no tipo de bebida alcodlica consumida. Segundo Klatsky
(2001), a impossibilidade do completo controle sobre os possiveis confundidores das
relagbes entre consumo de alcool e desfechos de saude é o principal problema em
um estudo observacional, delineamento mais usado para avaliar tais relagdes em
virtude de questdes éticas, financeiras e praticas, que impedem a realizacao de

estudos experimentais clinicos nesses casos.

Outro fator do estilo de vida aceito como determinante das concentragoes
sangiineas de hcy é o consumo de café. De acordo com de Bree et a/ (2002), a
cafeina pode elevar as concentracdes de hcy sanglinea por agir como um
antagonista da vitamina Bg, inibindo assim a conversao da hcy a cisteina, Além
disso, esses autores sugerem que reagoes de metilacdo necessdrias ao metabolismo
de um componente polifendlico predominantemente derivado do café, o acido
clorogénico, podem contribuir para a elevacdo da hcy por competirem pelos
grupamentos metil utilizados na remetilacao da hcy a metionina. E ainda incerto se
esse aumento da hcy sangtiinea resultante do consumo de café eleva o risco para

doenca cardiovascular.
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O habito de fumar tem sido positivamente associado a concentragdo de hcy
(GILES et a/ 1999; RASMUSSEN et a/ 2000; de BREE et a/ 2001; JACQUES et a/
2001; KOEHLER et a/2001). O exato mecanismo pelo qual o tabagismo aumenta as
concentracdes de hcy ndo foi ainda identificado, mas as substdncias oxidantes
presentes no cigarro podem aumentar a demanda por glutationa, importante
antioxidante na redugdo da hcy plasmatica (MANSOOR et a/ 1995; BERGMARK et a/
1997), ou inibir enzimas como a metionina sintase (BLOM 1998). O fato de o efeito
do fumo permanecer apds ajuste por consumo de café e ingestao de folato
(NYGARD et a/ 1998; RASMUSSEN et a/ 2000; de BREE et a/ 2001) exclui
importantes confundidores, mas fumantes geralmente consomem dietas menos
saudaveis (DALLONGEVILLE et a/ 1998), assim um “residual confounding’ de

vitaminas do complexo B, por exemplo, pode ndo ser totalmente excluido.

Finalmente, a atividade fisica também tem sido considerada em alguns
estudos sobre determinantes das concentracbes sangiliineas de hcy. Joubert &
Manore (2006) sugerem dois mecanismos para explicar a influéncia da atividade
fisica no aumento da producdo de hcy. Um deles é o aumento do furnover protéico,
durante o exercicio, que aumenta o catabolismo de metionina e/ou diminui a
disponibilidade de vitaminas do complexo B, elevando a concentracao plasmatica de
hcy. Além disso, durante exercicio prolongado, quando ha maior utilizagdo das
reservas de glicogénio muscular, hd maior demanda por reacdes dependentes da
vitamina Bg, que funciona como coenzima da glicogénio fosforilase, enzima-chave
na quebra do glicogénio muscular. O outro mecanismo proposto é o aumento do
turnover de grupamentos metil, em exercicios de alta intensidade, que pode
aumentar a producao de hcy. Um suprimento suficiente de grupamentos metil é

necessario em varias vias bioquimicas, muitas das quais relacionadas ao exercicio
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fisico, tais como a sintese de DNA, RNA, carnitina, colina, acetilcolina, epinefrina e
creatina. Por outro lado, conforme ressaltado por de Bree et a/ (2001), associagdes
inversas entre atividade fisica e concentracGes plasmaticas de hcy podem ser
explicadas pelo fato de um estilo de vida ativo ser geralmente associado ao estilo de
vida mais saudavel, que, por sua vez, estdo também associados a concentracoes

plasmdticas menores de hcy.

A maioria dos estudos sobre os determinantes das concentragGes sangtiineas
de hcy investiga simultaneamente os efeitos de varios fatores de exposicao,
apresentando resultados que envolvem mais de uma das exposigdes anteriormente

mencionadas.

Mennen et a/ (2002) estudaram os determinantes da hcy sérica numa
amostra aleatéria de 1.139 mulheres e 931 homens franceses aparentemente
saudaveis do “Supplementation with Antioxidant Vitamins and Minerals Study'’, um
ensaio clinico duplo cego desenhado para avaliar o efeito da suplementagdo
antioxidante sobre a incidéncia de doengas cronicas. Em analise transversal de uma
sub-amostra, foi observada correlagdo positiva com a idade (p=0,001) e consumo
de café e de alcool (p<0,01 para ambos) entre mulheres; entre os homens, foi
encontrada correlagao positiva com indice de Massa Corporal (IMC) (p=0,03) e
ingestdo caldrica (p<0,01), e correlagao inversa com pratica de atividade fisica
(p=0,04), vitamina B;, plasmatica (p=0,09), e ingestdo de fibra dietética (p<0,01),
folato (p=0,03) e vitamina Bs (p=0,09), sugerindo uma diminuigdo no consumo de
café e dalcool, entre mulheres, e um aumento da atividade fisica e da ingestao de

folato e fibra, entre homens, para controlar as concentracdes sanguineas de hcy.

Apds analisar dados do terceiro National Health and Nutrition Examination

Survey — NHANES II7 (1988-1994), um estudo transversal de base populacional,
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Ganji e Kafai (2003) observaram que as concentragdes sangiineas médias de hcy
foram mais altas em homens que em mulheres (conforme observado em outros
estudos — ALFTHAN et a/ 2003; JACQUES et a/, 2001; MENNEN et a/ 2002; POIRIER
et al 2001), assim como em individuos com mais de 70 anos e entre aqueles que
ndo faziam uso de suplementos vitaminicos/minerais. Além disso, encontraram
correlacdo positiva entre hcy plasmatica e consumo de alcool. Sakuta & Suzuki
(2005), também em estudo transversal, analisaram a relacao entre hcy plasmatica e
consumo diario de etanol de homens japoneses com idade de 51-59 anos (n=974),
e observaram que o consumo de whisky foi positivamente associado com
hiperomocisteinemia, independentemente das concentragdes plasmaticas de acido
folico ou vitamina B;,, ou de fatores relacionados ao estilo de vida da populagao

estudada.

Poirier et a/(2001), em estudo experimental, observaram correlacdo positiva
significante entre hcy e peso corporal, e entre hcy e IMC numa amostra de 33
mulheres e 33 homens americanos saudaveis. Rasmussen et a/ (2000) também
encontraram correlagdo positiva entre hcy e IMC, assim como entre hcy e
tabagismo, e entre hcy e consumo de café, em estudo transversal com mulheres
jovens (n=290) e idosas (n=288); observaram ainda que terapia de reposicao
hormonal e consumo de cha foram inversamente associados a concentracoes

sangiiineas de hcy em alguns dos modelos de regressao linear multipla.

1.5 Habitos alimentares e indicadores bioquimicos

Os habitos alimentares de uma dada populacdo podem ser fator

determinante de salde, e ingestdo inadequada de certos nutrientes tem sido
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relacionada a elevadas prevaléncias de enfermidades com altas taxas de
mortalidade, tais como doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer. A medida
confiavel das informacOes de consumo alimentar &, portanto, fundamental para
estudos em epidemiologia nutricional, desde que o método utilizado tenha sido
validado, ou seja, tenha se submetido a avaliacdo de desempenho por meio da
comparagdo de sua estimativa de ingestdo alimentar com medidas de métodos
independentes considerados “padrao-ouro” (CADE et a/2002).

Dentre os procedimentos utilizados para validacdo, os marcadores
bioquimicos atualmente tém ganhado importancia, uma vez que os erros a que sdo
susceptiveis ndo tém relacdo com os erros medidos nos questiondrios alimentares
(WILLETT 1998). Segundo Potischman & Freudenheim (2003), os biomarcadores
podem ser interpretados mais amplamente como uma conseqiiéncia bioldgica da
ingestdo dietética ou de padrdes dietéticos. Ha varias medidas bioquimicas que
respondem a mudancas na ingestdo dietética de nutrientes especificos, e cada uma
delas tem uma participagdo como um marcador do estado nutricional relativo ao
nutriente de interesse. Como o0s biomarcadores diferem em termos de
especificidade e sensibilidade em funcao do nivel de ingestdo (alto ou baixo), nao
existe um marcador Unico para avaliagdo do estado nutricional, referente a uma
vitamina especifica, que seja considerado completamente satisfatorio.

De acordo com Crews et a/ (2001), o método analitico usado para
determinar um biomarcador pode comprometer a interpretacdao da relagao entre a
exposicdo dietética e o biomarcador, como no caso do folato, cujo marcador
escolhido pode refletir ingestdo recente ou habitual. Cade et a/ (2002) destacam
ainda que as fontes de erro a que padrdes bioquimicos de referéncia estdo sujeitos

incluem: 1. Diferenca entre a avaliagdo da dieta e a real ingestao; 2. Efeito da
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digestao, absorcao, captacao, utilizagdo, metabolismo, excregdo e mecanismos

homeostaticos; e 3. Erro relacionado ao ensaio bioquimico.

Por outro lado, Potischman (2003) enfatiza trés razOes principais para o uso
de biomarcadores nutricionais: 1. A menor ocorréncia de erros, quando comparados
aos métodos de avaliacao de consumo alimentar; 2. Para alguns nutrientes, dados
dietéticos sdo inadequados devido a limitagdes nos dados de composicao alimentar
(ex. selénio e vitamina E), enquanto biomarcadores do estado nutricional relativo a
tais nutrientes sao disponiveis; 3. Os biomarcadores fornecem uma medida mais
proxima do estado nutricional do que os dados de ingestao dietética para desfechos
de doenca e medidas do estado nutricional da populacdo, servindo como uma

medida integrada do metabolismo do nutriente de interesse.

Varios estudos encontraram associacOes positivas entre nutrientes e/ou
grupos alimentares caracteristicos de uma dieta saudavel e concentracoes
sangliineas de folato (BRUSSAARD et a/ 1997b), vitamina B;, (NEUHOUSER et a/
2003) e vitamina Bs (BRUSSAARD et a/ 1997a), assim como associagdes inversas
entre nutrientes e/ou grupos alimentares caracteristicos de uma dieta ndo-saudavel
e essas variaveis bioquimicas, sugerindo que estas refletem a qualidade da dieta.
Assim sendo, em pesquisas com orcamento limitado, os métodos de inquérito
alimentar podem ser utilizados para medir a ingestdo dietética de uma determinada
populagdo, desde que tenham sido validados, além de serem métodos menos

invasivos.

Em estudo com 5.533 individuos de meia idade (47-49 anos) e idosos (71-74
anos) do Hordaland Homocysteine Study, Brevik et a/ (2005) encontraram diferenca
significante nas concentracoes plasmaticas de acido fdlico através dos quartis

crescentes de consumo de frutas, verduras e suco de laranja, sugerindo que a
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concentracdo plasmatica de acido félico pode ser um biomarcador do consumo de

frutas e verduras em populagdes que ndo consomem alimentos fortificados.

Gao et al (2003), com objetivo de examinar associacdoes entre padroes
dietéticos e concentracdes plasmaticas de hcy e vitaminas By, B € folato de uma
populacdo urbana chinesa (n=119), observaram que alta ingestdo de cereais
refinados foi associada com altas concentracdes de hcy e baixas concentracdes de
vitaminas do complexo B, enquanto que o padrao alimentar rico em frutas e leite foi
associado com as concentracbes mais baixas de hcy, sugerindo um papel
importante dos padrGes alimentares sobre a concentracdo sangiiinea de hcy e de

micronutrientes nos adultos chineses estudados.

Em estudo transversal realizado em Creta/Grécia, com 486 adultos
aparentemente saudaveis, Hatzis et a/ (2006) observaram que consumo acima da
mediana de batatas (=122 g/dia), legumes (=300 g/dia) e frutas e/ou verduras
(>360 g/dia) foi associado, respectivamente, a risco 58%, 61% e 79% menor de 0s
individuos estudados apresentarem baixas concentragdes de acido fdlico sérico em
comparagao com aqueles que nao consumiam esses alimentos. Por outro lado, foi
observado que maior ingestdo de cereais e carnes (especialmente carne vermelha)

mostrou-se inversamente associada as concentragdes séricas de acido félico.

Gabriel et a/ (2006) compararam varidveis dietéticas e bioquimicas entre
fumantes (n=35) e ndo-fumantes (n=21) e observaram que o tabagismo crénico é
associado a concentracoes séricas menores de acido félico e vitaminas B;, e Bg, mas
nao encontraram diferenca estatisticamente significante com relacao ao consumo de

vitaminas entre os dois grupos.
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No Brasil, sdo desconhecidos até o momento estudos sobre determinantes
das concentracdes sangiiineas das vitaminas Bi,, Bs, folato e hcy relativos a dieta,
estilo de vida, histdria ginecoldgica e obstétrica de mulheres de baixa renda em
idade reprodutiva. O presente estudo analisou os fatores associados as
concentragdes sangliineas dessas vitaminas e da hcy, com énfase em fatores
dietéticos, em mulheres atendidas em servicos publicos de referéncia em saude da

mulher na cidade de Sao Paulo.
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2 OBIJETIVOS

2.1 Geral

Examinar a correlagdao entre fatores dietéticos, estilo de vida (tabagismo,
etilismo e atividade fisica), histéria ginecoldgica e obstétrica e concentracoes
sangliineas das vitaminas By, Bg, folato e homocisteina em mulheres atendidas em

hospitais publicos da cidade de Sao Paulo.

2.2 Especificos

- Caracterizar a populacao de estudo em relacao aos habitos
alimentares, indice de massa corporal, estilo de vida, histéria

ginecoldgica e obstétrica;

- Caracterizar a populacao de estudo em relacdo as concentracoes
plasmaticas ou séricas de homocisteina, acido félico e vitaminas B;, e

Bs;

- Avaliar a correlacdo entre fatores dietéticos e concentragdes
plasmaticas ou séricas de homocisteina, acido félico e vitaminas B;, e

Be.
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3 METODOLOGIA

3.1 Populacao e desenho do estudo

Dados disponiveis de um estudo caso-controle de base hospitalar sobre dieta
e lesbes neoplasicas do colo uterino, realizado de marco de 2003 a maio de 2005,
foram utilizados no presente estudo. No estudo principal, todas as participantes
foram entrevistadas durante exame ginecoldgico de rotina realizado nos Hospitais
Leonor Mendes de Barros (HLMB), Pérola Byington e Instituto Brasileiro de Controle
ao Cancer (IBCC) (auxilio Fapesp n°® 03/03013-4). Foram excluidas pacientes com
historia de cancer genital, quimioterapia, radioterapia ou transplante, portadoras de
doencas enddcrinas (doenga da tiredide ou sindrome de Cushing) ou AIDS e que
referiram gravidez, amamentacdo ou hemorragia grave nos seis meses
antecedentes a entrevista alimentar. Os casos foram definidos pela presenca de
anormalidades do colo uterino, incluindo lesdes (denominadas Neoplasias Intra-
epiteliais do Colo uterino - NIC) de baixo grau (NIC I) ou alto grau (NIC II e NIC
III), atipias celulares de significado indeterminado (ASCUS), atipias glandulares de
significado indeterminado (AGUS) e cancer invasivo, diagnosticados por
colpocitologia e com confirmacdo histopatoldgica. Segundo Giuliano e Gapstur
(1998), 60% dos NIC I e 38% dos NIC II e III podem reverter espontaneamente ao
epitélio normal. Entretanto, 30 a 40% dos casos de lesdes ndo tratadas pode evoluir
para cancer invasivo no periodo de 10 anos (GIULIANO 2000). Como controles,
foram consideradas todas as mulheres com resultados negativos para essas lesdes

de colo uterino.
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No presente estudo transversal, critérios de exclusao foram definidos com
base em seu potencial efeito nos habitos alimentares e/ou nas concentracdes
sangliineas dos indicadores de interesse deste estudo. Logo, foram excluidos: 156
casos de cancer (148 de colo uterino, 3 de mama, 1 de ovario, 3 de pele e 1 de
tiredide), 4 casos de AIDS, 1 caso de epilepsia, 1 caso de lupus, 5 participantes que
estavam fora da faixa etaria de 21 a 65 anos, 11 sem dados completos de consumo
alimentar, e 66 participantes que referiram hemorragia intensa nos seis meses
anteriores a entrevista. No total, 1.434 mulheres foram consideradas para esta
andlise (86% do total de participantes do estudo principal).

O presente estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo (ANEXO 1).
Consentimento esclarecido por escrito foi obtido de todas as participantes deste

estudo (ANEXO 2).

3.2 Coleta de dados

Foi utilizado um questionario (ANEXO 3) sobre informacdes médicas,
caracteristicas demogrdficas, estilo de vida (tabagismo, consumo de bebidas
alcodlicas e atividade fisica) e histéria ginecoldgica e obstétrica.

A raca/etnia foi auto-referida, realizada de maneira indireta. Perguntou-se a
participante a cor do pai e da mde, e dessa resposta derivou-se a cor da

participante:

¢ Negra: filha de pais negros;

e Branca: filha de pais brancos;
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e Indigena: filha de pais indigenas;

e Amarela: filha de pais amarelos;

e Mulata: filha de pais mulatos, ou negro com branco, ou negro com mulato,
ou branco com mulato;

e Mestica com indigena (cafuzos e mamelucos): filha de indigena com outra
raca/etnia;

e Mestica com amarelo: filho de amarelo com outra raga/etnia.

Para estimativa do gasto energético na atividade fisica, todas as atividades
referidas em minutos por semana ou por dia, apds conversao em horas por semana,
foram multiplicadas pelas respectivas taxas de equivalente metabodlico (MET —
Metabolic Equivalent Task, em inglés). Foram atribuidos os seguintes valores para
cada atividade: esporte: 3,0 METs; exercicio fisico: 5,5 METs; caminhada: 3,0 METs;
jardinagem: 2,5 METs; atividade doméstica: 2,3 METs; trabalho pesado: 3,0 METs;
cuidar de criangas: 2,5 METs. Para obtencdo do MET total por horas por semana,
somaram-se todas as atividades realizadas por hora segundo o MET para cada tipo
de tarefa (AMORIM & GOMES 2003).

Apds o preenchimento do questionario, as medidas de peso (em kg) e
estatura (em cm) foram realizadas em balanca digital marca Sohenle (mod. BEO3,
capacidade para 150 kg, precisao 100 g) e em antropémetro marca SECA,

respectivamente.



Metodologia 38

3.3 Avaliacdao do consumo alimentar

Para avaliagao de consumo alimentar, todas as participantes responderam a
versao reduzida com 60 itens alimentares de um Questionario Quantitativo de
Fregliéncia Alimentar (QQFA) validado para comunidade nipo-brasileira de Sdo
Paulo (CARDOSO & STOCCO 2000; CARDOSO et a/ 2001) e adaptado para ser
utilizado em unidades basicas de salde no Estado de Sao Paulo (RIBEIRO &
CARDOSO 2002; SARTORELLI et a/2005).

O QQFA avaliou a dieta habitual referente ao ano anterior ao momento da
entrevista. Para cada item alimentar do QQFA, as participantes informaram a
freqliéncia média usual de consumo de cada item, a respectiva unidade de tempo
(se diariamente, semanalmente, mensalmente ou anualmente) e qual o tamanho de
sua porcao individual usual (se pequena, média, grande ou extra-grande em relacdo
a porcao média de referéncia). Os dados obtidos foram codificados e digitados
duplamente no programa Dietsys desenvolvido pelo Instituto Nacional do Cancer

dos EUA (BLOCK et a/ 1994).

Os grupos de alimentos incluidos nas analises contemplaram os seguintes

itens alimentares:

Legumes e verduras. Tomates e suco de tomate, brdcolis, couve-flor,
espinafre, couve, repolho, cenoura, berinjela, aspargos, abobora, sopas de vegetais,

vegetais mistos, pratos chineses e saladas verdes;
Folhas verdes. Brocolis, espinafre, couve e saladas verdes;

Leguminosas. Feijoes e ervilhas;
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Frutas e sucos de frutas. Macas, bananas, péras, melancia, morango,
laranjas, mexerica, abacaxi, ameixa, mangas, mamao, limdo, nectarina, caqui e

respectivos sucos;

Frutas citricas e sucos de frutas citricas. Laranjas, mexerica, limdo,

morango e respectivos sucos;

P3es, massas, cereais e tubérculos. Milho, arroz branco, arroz integral,
espaguete, pizza, pao branco, pao preto, pao de milho, granola, cereais fortificados,
croissant, massas instantaneas, cereais cozidos, biscoitos, bolos, bolinhos, waffles,

panquecas, pipoca, batatas e broto de feijao;

Leite e derivados. Leite integral, leite desnatado, leite semi-desnatado,

queijos, iogurtes e pizza/pratos com queijo;

Oleos, gorduras, salgadinhos e pastelaria. Oleo, azeite de oliva,
manteiga, margarinas, maionese, bacon, salgadinhos, produtos de pastelaria,

amendoim e manteiga de amendoim;

Carnes e visceras. Carnes bovina e suina, hambulrguer, figado e

respectivas preparagoes;
Aves. Frango, peru, chester e respectivas preparagoes;
Pescados. Peixes, frutos do mar e respectivas preparacoes;

Embutidos. Salsichas, presunto, mortadela, bacon e respectivas

preparagoes.
Ovos. Ovos de qualquer animal;

Doces. Doces de frutas, doces com leite, leite condensado.
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3.4 Avaliacao bioquimica

Para cada participante, amostras sangiiineas foram obtidas em jejum em 2
tubos de ensaio: a) tubo seco (10 mL) para obtencao do soro (envolto por papel
aluminio para protecdo da luz), mantido em temperatura ambiente para
centrifugacdo em até 1 hora apds a coleta; e b) tubo com EDTA (5 mL) para
obtencao do plasma, mantido em gelo para centrifugacao em até 30 minutos apds a
coleta. Apos centrifugacao e separacdo do plasma e do soro, ambos foram mantidos
sob refrigeracao até serem transportados para o laboratério de Nutricdo Humana do
Departamento de Nutrigdo (FSP/USP) onde foram armazenados a -70°C. As andlises
para acido félico e vitamina B, séricos foram realizadas por técnica de
fluoroimunoensaio (kits PerkinElmer, Wallac Oy, Turku, Finland). As andlises para
homocisteina e vitamina B (piridoxal-5"-fosfato - PLP) plasmaticos foram realizadas
por Cromatografia Liquida de Alta Performance em fase reversa (HPLC), conforme
metodologia padronizada (ANEXO 4). As analises de acido folico, vitamina By,
(executadas pela autora deste trabalho e por Luciana Yuki Tomita) e Hcy foram
realizadas no Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo do Departamento de
Pediatria da Escola Paulista de Medicina (Universidade Federal de Sao Paulo), sob
responsabilidade da Profa. Dra. Vania D’Almeida. Os coeficientes de variagdo (CVs)
intra e entre-ensaio foram, respectivamente: acido fdlico, 6,1% e 13,2%; vitamina
Bi2: 5,3% e 29,1%. As analises de vitamina Bg foram realizadas no Laboratdrio
Vitae - Cromatografia Liquida em Andlises Clinicas, sob responsabilidade da

farmacéutica bioquimica Dra. Virginia Berlanga Campos Junqueira.
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Para descricao das variaveis bioquimicas da populacdo estudada, foram

utilizados os seguintes pontos de corte:

Variaveis bioquimicas Valores Interpretagao Referéncias
Acido félico (nmol/L) <7,0 Deficiéncia CLARKE et a/ 2004
>7,0 Normalidade

Vitamina B;, (pmol/L) < 148 Deficiéncia CARMEL 2006
148 a 185 Normalidade
Vitamina Bg (nmol/L) <20 Deficiéncia MACKEY et a/ 2006
20a30 Estado marginal
> 30 Normalidade
Homocisteina (umol/L) <15 Normalidade KANG et a/ 1992
15a30 Hiperomocisteinemia leve

30 a 100 Hiperomocisteinemia intermediaria

> 100 Hiperomocisteinemia grave

3.5 Analise estatistica dos dados

Foram calculadas as distribuicdes de freqiiéncias relativas e absolutas,
medianas e intervalos interquartis (percentis 25 e 75), médias e desvios-padrao das
varidveis estudadas. O ajuste do consumo de nutrientes pelas calorias totais foi
obtido pelo método residual, considerando-se as calorias totais da dieta como
variavel independente e os nutrientes como variaveis dependentes em modelo de
regressao linear simples (WILLETT 1998). Coeficientes de correlagdo de Spearman

foram também calculados entre os indicadores bioquimicos estudados.
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Coeficientes de correlacdo de Pearson foram calculados entre fatores
dietéticos (brutos e ajustados pelas calorias totais) e concentracdes sangiiineas das
vitaminas de interesse e hcy, apos transformacdo logaritmica dos dados que nao
apresentaram distribuicdo Gaussiana, a saber, vitamina B;, plasmatica, acido félico
sérico e hcy plasmatica. Nas analises com hcy, foram excluidas as participantes com
valores plasmaticos acima de 30 pmol/L, classificados como hiperomocisteinemia
intermediaria e grave (KANG et a/ 1992), que sugerem presenca de disturbios

genéticos e metabdlicos ndo avaliados no presente estudo.

Para selegdo inicial das varidveis associadas aos indicadores bioquimicos de
interesse, foram utilizados coeficientes de correlacdo de Pearson (para varidveis
continuas) e teste de Kruskal-Wallis (para varidveis categéricas). Foram
consideradas como potenciais fatores de confusdo as variaveis selecionadas com
valor de p<0,20 e com base em pressupostos tedricos de estudos anteriores. A
correlagdao entre varidveis dietéticas e indicadores bioquimicos foi investigada por
modelos de regressdo linear multiplos, adotando-se valor de p<0,05. A andlise dos

resultados foi realizada com auxilio do programa de computador SAS versao 9.1.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais da populagao de estudo

A idade média (+DP) das participantes foi de 38 (+10,8) anos. Dados de
morbidade referida apontaram 43 (3%) participantes portadoras de diabetes e 128
(9%) portadoras de hipertensdo. Em uso de Terapia de Reposicao Hormonal (TRH),
observaram-se 26 (1,8%) participantes. A Tabela 1 apresenta caracteristicas socio-
demogrdéficas da populacdo de estudo. Com relacdo a escolaridade, observou-se
uma média de 7 anos de estudo (DP=3,7 anos); de fato, a maioria das
participantes, 838 (58,4%), referiu ter estudado de um a oito anos. O
analfabetismo foi referido por 50 (3,5%) participantes. A renda per capita mediana
(P25; P75) foi de R$200,00 (R$104,87; R$333,33), e observa-se que 80% da
amostra possui renda inferior ou igual a 1 (um) salario-minimo (SM). Das 1.434
mulheres analisadas, 833 (60,1%) foram classificadas como mulatas, 467 (33,7%)
como brancas, 73 (5,3%) como negras, 6 (0,4%) como indias ou mesticas com
indio e 6 (0,4%) como amarelas ou mesticas com amarelo. Com relacao a
ocupagao, 616 (43%) mulheres estdao desempregadas, sao donas de casa ou
estudantes; apenas 45 (3,1%) sao profissionais liberais, empresarias ou possuem
nivel superior. Quanto ao hospital de origem, quase metade das participantes
(48,9%) foi proveniente do IBCC, enquanto que 35,6% e 15,5% foram
provenientes do Pérola Byington e do Leonor Mendes de Barros, respectivamente.

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas de estilo de vida da populacdo de

estudo. O valor médio de IMC apresentou-se dentro do intervalo de eutrofia (25,47
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+ 4,88 Kg/m?), no qual se situa 49% da populacdo. Cerca de 30% das mulheres
estudadas sdao fumantes e 25,7% consomem uma quantidade diaria de alcool
superior a mediana de consumo da amostra (24 gramas); apenas 23 (1,6%)
participantes referiram ndo consumir café e, entre as consumidoras (98,4%), a
quantidade diaria de ingestao variou de 1 a 2.050 mL.

Uma das caracteristicas da histéria ginecoldgica (Tabela 3) que mais se
destacam nesta populacdo é o uso de anticoncepcional oral, que é atual ou
pregresso em mais de 70% das participantes. Com relacdo a historia obstétrica,
1.261 (87,9%) mulheres relataram ja ter engravidado pelo menos uma vez e 449
(35,6%) referiram ter realizado um ou mais abortos (ndo ha distincao entre aborto
espontaneo e aborto provocado). A mediana de intervalo interpartal foi de 24
meses, abaixo da qual se situaram 435 (30,3%) participantes. A amostra do
presente estudo apresentou 645 (48,8%) participantes com resultado negativo para
lesdes do colo uterino, 161 (12,2%) com resultado positivo para NIC I, 393 (29,7%)
para NIC II e III, e 123 (9,3%) com ASCUS, AGUS ou sem confirmagao
histopatoldgica.

Os valores de referéncia, medianas e intervalos interquartis das concentracoes
sangiineas de acido folico, vitaminas B;,, Bs € homocisteina sdo apresentados na
Tabela 4. Observa-se que a maioria (93,8%) apresentou valores normais de acido
folico sérico (>7 nmol/L), enquanto que a andlise da dieta, em contraste,
evidenciou 1.394 (97,1%) participantes com consumo de folato inferior a 400
ug/dia (DRIs, 2002). Quanto a vitamina B, 158 (11%) mulheres apresentaram
concentracoes séricas inferiores ao ponto de corte (148 pmol/L), e, ao contrario do
folato, a maioria (70,4%) das participantes apresentou uma ingestdao de vitamina

B, igual ou superior a recomendacdo para mulheres na faixa etaria estudada (2
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ug/dia; DRIs, 2002). Deficiéncia de vitamina Bs (<20 nmol/L) foi observada em 556
(53,9%) mulheres, 402 (39%) apresentaram concentracoes plasmaticas
consideradas marginais (entre 20 e 30 nmol/L), e apenas 74 (7,2%) apresentaram
concentragdes consideradas normais (=30 nmol/L); segundo a analise da dieta, 702
(49%) participantes apresentaram inadequacdo de ingestdo dessa vitaming,
considerando as recomendagbes de 1,3 mg/dia para mulheres até 50 anos, e 1,5
mg/dia para aquelas com 51 anos ou mais (DRIs, 2002).

A Tabela 5 apresenta os coeficientes de correlacao de Spearman dos dados
bioquimicos entre si. Observou-se correlacdo inversa estatisticamente significante
entre a homocisteina e o acido folico, e entre a homocisteina e a vitamina By,. Entre
homocisteina e vitamina B foi observada correlagdo positiva (p<0,01).

Os valores medianos e os intervalos interquartis do consumo alimentar
habitual sdo apresentados na Tabela 6. Observa-se que a ingestao caldrica
mediana, assim como os percentuais medianos de calorias provenientes de
proteinas (14,5%) e de gorduras (31,9%), apresentou-se dentro da recomendagdo
da Organizacdo Mundial da Saude. Considerando-se o consumo mediano de
proteina em gramas por dia, observa-se um suprimento das necessidades desta
populacao (75,5 g/dia), embora ndo se possa avaliar a qualidade da proteina
ingerida (FAO/OMS, 1998).

O consumo mediano de fibras (14,2 g/dia) mostrou-se abaixo do minimo
recomendado pela Organizacdo Mundial da Salude (15-20 g/dia). Para as vitaminas
B, e Bg, assim como vitamina C, os valores de ingestdao medianos encontram-se
dentro ou acima do recomendado pelo Institute of Medicine (2002); entretanto, a
ingestao didria de folato recomendada por esse instituto (400 pg/dia), para

mulheres em idade reprodutiva, ndo é atingida nem no percentil 75.
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Para efeito de comparagdo, realizou-se, a parte, andlise de todas as
participantes com dados bioquimicos de homocisteina, incluindo aquelas com
concentracdes plasmaticas superiores a 30 umol/L, que foram excluidas para os
modelos de regressdo com a homocisteina plasmatica como varidvel dependente
(dados ndo apresentados). Do total (n=1.085), 867 (79,9%) apresentaram
concentragdes plasmaticas normais de homocisteina (<15 pmol/L), 98 (9%)
apresentaram hiperomocistenemia leve (entre 15 e 30 upmol/L), 118 (10,9%)
apresentaram hiperomocisteinemia intermediaria (entre 30 e 100 umol/L) e 2
(0,2%) apresentaram hiperomocisteinemia grave. A idade (anos) mediana (P25;
P75) dos trés primeiros grupos foi de 38 (29; 46), 42 (33; 53) e 37 (28; 44),
respectivamente. Nao houve diferenga estatisticamente significante entre as
medianas de escolaridade, IMC e consumo de café em cada categoria de
classificagdo da homocisteina.

Também foram avaliados os dados bioquimicos por categoria de hcy
plasmatica e a diferenca dos valores entre as categorias foi avaliada usando o teste
estatistico de Kruskal-Wallis. Foi observada diferenca estatisticamente significante
(p<0,001) entre as medianas de acido félico sérico (nmol/L), vitamina B;, sérica
(pmol/L) e vitamina Bg plasmatica (nmol/L) por categoria de valores plasmaticos da
hcy.

Entre as mulheres com concentragdes plasmaticas de hcy superiores a 30
umol/L, 4 (3,3%) referiram serem portadoras de diabetes, 13 (10,8%) referiram
serem portadoras de hipertensao e 6 (5%) referiram ter alguma doenga enddcrina.
Nao houve diferenca estatisticamente significante entre esses resultados quando
comparados com dados das mulheres com concentracdes plasmaticas de hcy<30

umol/L. No entanto, houve diferenca significante na proporgao de fumantes: 38,3%
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entre as participantes com concentragdes plasmaticas de hcy>30 umol/L quando
comparada a 27,7% daquelas com concentragdes plasmaticas de hcy<30 umol/L
(p<0,05). A proporcao de participantes com consumo de alcool superior a mediana
de consumo da amostra foi também maior entre as mulheres com concentragdes
plasmaticas de hcy>30 upmol/L (28,3%) quando comparadas aquelas com

concentragdes plasmaticas de hcy<30 umol/L (24,4%).
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Tabela 1. Caracteristicas socio-demograficas da amostra de mulheres em estudo. S3ao Paulo (SP), Brasil. Marco/2003 a

maio/2005 (n=1434).

Variaveis n (%)
Grupos de idade
21 |- 30 anos 382 (26,6)
30 |- 40 anos 420 (29,3)
40 |- 55 anos 529 (36,9)
55 |- 66 anos 104 (7,2)
Raga/etnia
Branca 467 (33,7)
Negra 73 (5,3)
Mulata 834 (60,2)
Indigena e mestica com indigena 6 (0,4)
Amarela e mestica com amarela 6(0,4)
Grupos de renda
<0,55M 698 (49,3)
0,54 1SM 435 (30,7)
14 15SM 147 (10,4)
> 1,5 SM* 137 (9,7)
Nivel educacional
Analfabeta 50 (3,5)
10 grau incompleto 652 (45,4)
10 grau completo 187 (13,0)
20 grau incompleto 93 (6,5)
20 grau completo 381 (26,6)
Superior 72 (5,0)
Estado civil
Solteira 328 (22,9)
Unido estavel 934 (65,1)
Vilva 65 (4,5)
Divorciada/separada 108 (7,5)
Ocupacao
Desempregada/dona de casa/estudante 617 (43,0)
Doméstica/servicos gerais (mensalista) 315 (22,0)
Doméstica/servigos gerais (diarista) 152 (10,6)
Atividades técnicas administrativas 306 (21,3)
Profissional liberal/empresaria/nivel superior 45 (3,1)
Hospital
Leonor Mendes de Barros 222 (15,5)
Pérola Byington 511 (35,6)
Instituto Brasileiro de Controle ao Cancer (IBCC) 701 (48,9)

*SM=Salario Minimo no periodo do estudo (Valor médio: R$375,00)
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Tabela 2. Caracteristicas de estilo de vida da amostra de mulheres em estudo. Sdo Paulo (SP), Brasil. Marco/2003 a

maio/2005 (n=1434).

Variaveis n (%)
Estado nutricional (IMC)
Magreza (< 18,5 Kg/m?) 51 (3,6)
Eutrofia (18,5 { 24,9 Kg/m?) 698 (49,1)
Sobrepeso (24,9 4 29,9 Kg/m?) 438 (30,8)
Obesidade (> 30 Kg/m?) 235 (16,5)
Tabagismo
Nunca 709 (49,4)
Ex-fumante 284 (19,8)
Fumante 442 (30,8)
Ingestao alcodlica
0 g/dia 690 (48,1)
0,124 g/dia 376 (26,2)
> 24 g/dia 369 (25,7)
MET* total
0 -| 100,6 MET/hora/semana 453 (31,6)
100,6 { 166,0 MET/horas/semana 445 (31,0)
166,0 { 556,5 MET/horas/semana 537 (37,4)
Ingestdo de café
0 g/dia 23 (1,6)
024 g/dia 707 (49,3)
> 24 g/dia 704 (49,1)

*Taxa de Trabalho Metabolico (Metabolic Equivalent Task, em inglés).
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Tabela 3. Caracteristicas da histdria obstétrica e ginecoldgica da amostra de mulheres em estudo. Sdo Paulo (SP), Brasil.

Margo/2003 a maio/2005 (n=1434).

Variaveis n (%)
Uso de anticoncepcional oral
Nunca 339 (23,6)
Ex-usuaria 814 (56,8)
Usudria atual 281 (19,6)
Nuamero de gestagoes
Nunca engravidou 173 (12,1)
< 2 gestacoes 546 (38,0)
3 gestagbes 275 (19,2)
> 3 gestacOes 441 (30,7)
Namero de abortos
Nenhum aborto 811 (64,4)
1 aborto 322 (25,6)
> 2 abortos 127 (10,1)
Intervalo entre gestacoes
Nunca engravidou 173 (12,1)
Teve apenas uma gestagao 241 (16,8)
Intervalo > 30 meses 402 (28,0)
Intervalo de 15 -30 meses 419 (29,2)
Intervalo < 15 meses 199 (13,9)
Menarca
> 14 anos 552 (38,5)
13 anos 333(23,2)
< 12 anos 531 (37,0)
Duragéo do ciclo menstrual
< 28 dias 401 (28,0)
> 29 dias 503 (35,2)
Nao regular 270 (18,9)
N3ao menstrua mais 256 (17,9)
Lesdo do colo uterino
Negativo 645 (48,8)
NICI 161 (12,2)
NIC IT e NIC III 393 (29,7)
ASCUS, AGUS e participantes sem bidpsia 123 (9,3)
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Tabela 4. Valores de referéncia, medianas e intervalos interquartis (P25, P75) das concentracdes sanguineas de acido
félico, vitamina B12, vitamina B6 e homocisteina da amostra de mulheres em estudo. Sdo Paulo (SP), Brasil. Marco/2003
a Maio/2005.

Variaveis Valores de referéncia N

Mediana P25 P75
Acido félico > 7,0 nmol/L! 1085 14,30 10,21 20,92
Vitamina B12 148 a 185 pmol/L? 1072 228,00 177,00 283,04
Vitamina B6 > 30 nmol/L® 1032 19,32 16,06 23,59
Homocisteina < 15 umol/L* 965 10,18 8,34 12,43

! CLARKE et a/, 2004; > CARMEL, 2006; *MACKEY et al, 2006; *KANG et a/, 1992.

Tabela 5. Coeficientes de correlacdo de Spearman entre as concentracdes sanguineas de homocisteina (umol/L), acido
folico (nmol/L), vitamina B12 (pmol/L) e vitamina B6 (nmol/L). Sdo Paulo (SP), Brasil. Marco/2003 a Maio/2005.

Homocisteina Acido félico Vitamina B12 Vitamina B6
Homocisteina 1 -0,354** -0,268%** 0,179%*
Acido félico 1 0,185%* -0,072*
Vitamina B12 1 -0,030
Vitamina B6 1

*p<0,05; **p<0,01



Resultados 52

Tabela 6. Caracteristicas da dieta habitual das mulheres estudadas. Sdo Paulo (SP), Brasil.

Margo/2003 a Maio/2005 (n=1434).

Caracteristicas da dieta Mediana P25 P75
Calorias (Kcald™) 2081.8 1676.3 2618.8
Percentagem de calorias (%)
Carboidratos 52.5 47.8 57.7
Proteinas 14.5 12.5 16.8
Gorduras 31.9 27.9 35.5
Carboidrato (gd*) 273.8 215.3 347.6
Proteina (gd™) 75.6 59.8 94.9
Gordura total (gd?) 71.9 56.2 92.5
Acido-graxo saturado (gd™) 19.9 14.7 27.1
Acido-graxo oléico (gd™) 23.9 18.4 30.64
Acido-graxo linoléico (gd™) 8.8 6.5 12.5
Colesterol (mgd™) 233.8 172.9 316.3
Fibra total (gd*) 14.2 10.3 18.2
B-caroteno total (ugd™) 1750.9 937.8 2977.7
Licopeno total (ugd™) 971.4 531.1 1598.8
Vitamina A (retinold™) 615.3 332.0 1160.2
Folato (ugd™) 185.8 137.1 248.3
Vitamina B12 (ugd™) 3.5 1.8 7.1
Vitamina B6 (mgd™) 1.3 1.0 1.7
Vitamina C (mgd™) 120.6 72.6 191.4
Grupos de alimentos (gd*)
Verduras e legumes 67,5 37,8 110,3
Vegetais verdes 9,3 23,2 41,4
Leguminosas 114,3 63,6 220,0
Frutas e sucos de frutas 143,2 61,2 286,1
Frutas citricas e sucos de frutas citricas 80,4 22,9 184,2
Pdes, massas, cereais e tubérculos 137,4 99,6 195,1
Leite e derivados 181,0 80,4 328,9
Oleos, gorduras, salgadinhos e pastelaria 32,4 19,9 54,8
Carnes e visceras 57,1 31,9 98,2
Aves 28,6 14,3 57,1
Pescados 4,3 0,7 18,6
Embutidos 11,6 4,3 22,3
Ovos 7,1 1,7 14,3
Doces 116,8 61,0 202,9
Alcool 0,0 0,3 30,0
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4.2 Fatores socio-demograficos associados aos indicadores bioquimicos

A Tabela 7 apresenta os coeficientes de correlagdo de Pearson entre os
dados bioquimicos e variaveis selecionadas. O coeficiente de correlagdo de Pearson
entre IMC e MET foi -0,084 (<0,001).

A Tabela 8 mostra os valores medianos e intervalos interquartis das
concentracdes séricas de acido fdlico, vitaminas By, Bs € homocisteina segundo
caracteristicas socio-demograficas das mulheres estudadas. As concentracoes
sangilineas de vitamina Bs e de homocisteina apresentaram diferenca de
significancia estatistica entre as categorias de idade. Foi observada diferenca
estatisticamente significante entre as concentracdes séricas de vitamina By, e
plasmdticas de homocisteina segundo a raga/etnia. Diferenga estatisticamente
significante foi observada entre as concentragdes séricas de acido folico e vitamina
Bi,, e plasmaticas de vitamina Bs segundo as categorias de renda per capita.
Observou-se diferenca estatisticamente significante tanto dos valores séricos de
acido fdlico como de vitamina By, nas categorias de escolaridade, com valores
decrescentes com o aumento do nimero de anos de estudo. Sob a hipdtese de que
as participantes possuiam caracteristicas socio-econdmicas peculiares a depender
do hospital que freqlientavam (em funcao do bairro de origem dessas pacientes,
geralmente proximo ao hospital), foi testada também a diferenga dos dados
bioquimicos entre os hospitais do estudo, e observou-se diferenca estatisticamente
significante (p<0,001) para todos os parametros bioquimicos, exceto para hcy.

Os valores medianos e intervalos interquartis das concentracdes séricas de
acido félico, vitaminas B;,, Bs € homocisteina segundo caracteristicas do estilo de

vida da amostra estudada s3o mostrados na Tabela 9. Houve diferenca
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estatisticamente significante nas concentragOes plasmaticas de vitamina Bs entre as
categorias de IMC (p<0,001), os tercis de Taxa de Trabalho Metabdlico (MET), e as
categorias de tabagismo. Os Unicos dados bioquimicos que se mostraram distintos
(p<0,05) com a ingestao diaria de café foram os niveis séricos de vitamina B;s,.

A Tabela 10 mostra os valores medianos e intervalos interquartis das
concentracdes séricas de acido fdlico, vitaminas By, Bs € homocisteina segundo
caracteristicas da historia obstétrica e ginecoldgica das mulheres estudadas.
Diferenga estatisticamente significante foi observada entre as concentragdes séricas
de vitamina B;, e plasmaticas de vitamina Bg segundo as categorias de uso de
contraceptivo oral. As concentragGes séricas de acido fdlico e de vitamina By, foram
distintas entre as categorias de nimero de gestagdes, com significancia estatistica.
Valores mais elevados de vitamina Bs plasmatica foram observados entre as
participantes que relataram ter tido 2 ou mais abortos durante a vida. Mulheres cuja
menarca aconteceu aos 12 anos de idade, ou antes, apresentaram menores
concentragdes de folato sérico do que aquelas cuja menarca aconteceu depois dos
14 anos de idade. Com relacdo a duracdo do ciclo menstrual, observaram-se
concentragcdes sangiineas menores de vitamina By, assim como de vitamina B,
entre as participantes que referiram um ciclo regular, e os maiores valores
plasmdticos de homocisteina entre aquelas que ndo menstruam mais. Sob a
hipdtese de que o grau de lesdo no colo uterino poderia alterar as variaveis
bioquimicas, foi testada diferenca dos dados bioquimicos entre os graus de lesdo,
observando-se diferenca estatisticamente significante (p<0,001) para folato e

vitamina Bs.
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Tabela 7. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre dados bioquimicos e variaveis selecionadas

para a amostra de mulheres em estudo. Sao Paulo (SP), Brasil. Margo/2003 to Maio/2005.

Variaveis Acido folico Vitamina B12  Vitamina B6 Homocisteina
Idade (anos) 0,047* 0,040%* 0,215%%** 0,210%***
fndice de Massa Corpérea (kgm?) -0,018 -0,008 0,306**** 0,048*
Anos de estudo -0,137%**x* -0,124%*x** -0,041* 0,024
METS total (MET/horas/semana) -0,012 -0,015 -0,060* -0,081**

STaxa de Trabalho Metabdlico (Metabolic Equivalent Task, em inglés). *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001.
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Tabela 8. Valores medianos (intervalos interquartis) das concentrages séricas de acido fdlico (nmol/L), vitamina B12 (pmol/L), vitamina B6
(nmol/L) e homocisteina (umol/L) segundo caracteristicas socio-demograficas de mulheres de Sdo Paulo (SP), Brasil. Margo/2003 a maio/2005
(n=1434).

Variaveis n (%) Acido félico Vitamina B12 Vitamina B6 Homocisteina
Grupos de idade

21 |- 30 anos 382 (26,6) 13,65 (9,60;21,00) 217,74 (175,75;277,61) 18,23 (15,34;21,62)%%* 9,92 (7,82;11,84)%**
30 |- 40 anos 420 (29,3) 14,55 (9,81;20,10) 224,00 (173,20;284,25) 18,44 (15,34;22,22) 9,74 (8,07;12,14)
40 |- 55 anos 529(36,9) 14,66 (10,50;20,36) 235,00 (181,37;286,00) 20,57 (17,29;24,86) 10,27 (8,76;12,60)
55 |- 66 anos 103 (7,2) 16,56 (11,50;23,00) 238,37 (178,50;278,25) 21,82 (17,76;25,89) 12,54 (10,29;15,12)
Cor da pele

Branca 467 (33,7) 13,65 (10,06;18,99)%* 214,00 (169,25;270,52)** 19,82 (16,30;24,14) 10,85 (9,03;12,76)%+*
Negra 73 (5,3) 12,60 (8,90;19,80) 248,78 (177,12;342,50) 18,12 (15,82;21,23) 9,86 (8,06;11,97)
Mulata 833 (60,1) 15,00 (10,39;21,50) 236,00 (183,02;287,76) 19,25 (15,80;23,32) 9,76 (8,08;12,36)
Outras 12 (0,9) 17,12 (13,55;19,62) 219,50 (144,61;287,75) 20,70 (17,43;23,50) 9,62 (8,14;13,16)
Grupos de renda

<0,55M 436 (30,8) 14,85 (10,12;22,00)%* 241,00 (177,00;366,28)* 18,34 (15,49;22,30)** 9,89 (8,03;12,31)
0,54 15M 451 (31,9) 14,92 (10,91;21,76) 228,00 (180,13;282,00) 19,50 (16,11;23,22) 10,18 (8,18;12,40)
> 1SM* 529 (37,4) 13,42 (9,73;19,00) 221,02 (171,25;272,15) 20,15 (16,33;24,70) 10,34 (8,80;12,47)
Nivel educacional

Analfabeta 50 (3,5) 18,75 (13,00;25,70)*%* 267,00 (212,02;341,00)%** 19,84 (17,20;22,17) 9,76 (8,67;12,33)
Até 8 anos de estudo 838 (58,4) 14,95 (10,52;21,39) 235,04 (181,00;288,52) 19,46 (16,20;23,63) 10,16 (8,28;12,45)
9 a 11 anos de estudo 474 (33,1) 13,43 (9,42;18,95) 219,48 (175,00;270,52) 19,12 (15,79;23,20) 10,11 (8,29;12,33)
Superior 72 (5,0) 12,75 (9,32;19,35) 201,48 (151,52;269,76) 20,81 (16,12;24,46) 11,28 (9,38;13,18)
Estado civil

Solteira 328 (22,9) 13,76 (10,02;20,00) 223,04 (172,00;272,00) 18,94 (15,86;22,36) 10,49 (8,69;12,73)
Casada/“amigada” 933 (65,1) 14,70 (10,20;21,00) 227,78 (177,48;286,52) 19,47 (16,11;23,64) 10,05 (8,15;12,31)
Viliva/Divorciada/separada 173 (12,1) 14,00 (10,50;20,15) 237,52 (182,91;283,28) 20,15 (16,21;25,61) 10,41 (8,87;12,98)
Ocupagao

E:;;Z;L‘Zgaa:tz/ dona de 616 (43,0) 15,00 (10,92;21,00)%** 228,00 (176,00;287,00)* 20,05 (16,46;23,83)* 10,29 (8,30;12,67)
(Drﬁgnniﬁ;‘:g §e”’i9°5 gerais 315 (22,0 15,52 (11,00;22,80) 239,04 (186,25;296,76) 18,64 (15,42;22,43) 9,66 (8,29;11,76)
(Dd‘?g:iig;a/ servigos gerais 152 (10,6) 13,78 (10,44;21,18) 232,52 (181,48;283,04) 19,80 (16,67;25,91) 10,55 (8,59;12,78)
Atividades técnicas 351 (24,5) 12,35 (8,90:17,65) 214,52 (171,02;267,52) 19,18 (15,89;23,30) 10,63 (8,35;12,34)
administrativas/profissional

liberal/empresaria/nivel superior

Hospital

Leonor Mendes de Barros 222 (155) 10,59 (7,05;15,74)%** 195,04 (149,48;240,00)¥** 20,82 (17,04;26,50)%** 10,37 (8,94;12,41)
Pérola Byington 511 (35,6) 18,00 (12,60;23,92) 241,00 (185,00;295,50) 18,45 (15,40;22,15) 9,80 (7,97;12,48)
Instituto Brasileiro de Controle ao 701 (48,9)

Céancer (IBCC)

13,74 (10,10;19,29)

232,80 (180,52;283,94)

19,72 (16,24;23,60)

10,21 (8,51;12,46)

* SM=Salario Minimo no periodo de coleta dos dados; Teste Kruskal-Wallis: *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001.
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Tabela 9. Valores medianos (intervalos interquartis) das concentracdes séricas de acido fdlico (nmol/L), vitamina B12

(pmol/L), vitamina B6 (nmol/L) e homocisteina (umol/L) segundo caracteristicas de estilo de vida de mulheres de Sdo Paulo
(SP), Brasil. Margo/2003 a maio/2005 (n=1434).

Variaveis n (%) Acido félico Vitamina B12 Vitamina B6 Homocisteina
Estado nutricional (IMC)
Magreza (< 18,5 Kg/m?) 51(3,6) 14,50 (11,70;24,75) 230,78 (164,26;295,64) 15,79 (1:;1*2;19,17) 9,86 (8,76;11,07)
Eutrofia (18,5 { 24,9 Kg/m?) 697 (49,0) 14,35 (10,00;21,00) 230,00 (176,00;293,24) 18,15 (15,12;21,60) 10,05 (8,08;12,36)
Sobrepeso (25 429,9 Kg/m?) 438 (30,8) 14,72 (10,46;21,00) 227,00 (180,64;275,00) 20,15 (17,21;24,56) 10,27 (8,41;12,73)
Obesidade (= 30 Kg/m?) 235 (16,5) 13,90 (10,00;19,62) 223,74 (175,87;283,01) 22,82 (19,25;27,39) 10,34 (8,94:12,53)
Tabagismo
Nunca 709 (49,4) 14,20 (10,33;20,51) 227,48 (176,63;283,00) 19,12 (15,75;23,66)*** 10,08 (8,35;12,26)
Ex-fumante 284 (19,8) 14,82 (10,56;21,39) 241,00 (184,39;289,61) 20,72 (17,68;24,54) 10,18 (8,37;12,28)
Fumante 441 (30,8) 14,00 (9,57;20,40) 218,00 (170,78,280,50) 18,92 (15,83;22,49) 10,34 (8,27;13,10)
Ingestdo alcodlica
0 g/dia 689 (48,0) 14,00 (10,16;21,00) 224,00 (171,65;283,04) 19,93 (16,34;23,59) 10,34 (8,50;12,78)
024 g/dia 376 (26,2) 15,00 (10,50;20,19) 235,04 (180,00;283,00) 18,84 (15,77;23,18) 9,88 (8,00;12,31)
> 24 g/dia 369 (25,7) 14,58 (10,00;21,00) 226,00 (181,02;285,50) 19,27 (16,04;23,96) 10,18 (8,51;11,96)
MET" total/hora/semana
0 100,6 453 (31,6) 15,00 (10,50;21,00) 236,26 (180,64;284,77) 20,29 (16,68;24,84)** 10,12 (8,41;12,56)
100,61 166,0 444 (31,0) 14,00 (10,50;20,20) 227,78 (179,00;278,74) 19,23 (15,81;24,07) 10,50 (8,61;12,90)
166,0 { 556,5 537 (37,4) 14,00 (9,85;21,00) 221,48 (173,04;286,52) 19,02 (15,50;22,35) 9,98 (8,00;12,20)
Ingestdo de café
0 g/dia 23(1,6) 14,10 (9,30;26,42) 213,02 (171,26;297,75)* 20,27 (15,82;22,80) 9,39 (7,91;12,36)
024 g/dia 707 (49,3) 14,00 (10,31;20,79) 221,02 (171,37;277,12) 19,11 (16,09;23,25) 10,00 (8,18;12,40)
> 24 g/dia 704 (49,1) 14,95 (10,10;21,00) 235,04 (185,16,;286,75) 19,77 (16,02;23,76) 10,29 (8,51;12,52)

*Taxa de Trabalho Metabdlico (Metabolic Equivalent Task, em inglés).
Teste Kruskal-Wallis: *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001
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Tabela 10. Valores medianos (intervalos interquartis) das concentragdes séricas de acido folico (nmol/L), vitamina B12 (pmol/L),

vitamina B6 (nmol/L) e homocisteina sérica (umol/L) segundo caracteristicas da historia obstétrica e ginecoldgica de mulheres de Sao
Paulo (SP), Brasil. Margo/2003 a maio/2005 (n=1434).

Variaveis

n (%)

Acido félico

Vitamina B12

Vitamina B6

Homocisteina

Uso de anticoncepcional

oral
Nunca
Ex-usudria
Usuaria atual
Numero de gestagdes
Nunca engravidou
< 2 gestagoes
3 gestagoes
> 3 gestagdes
Numero de abortos
Nenhum aborto
1 aborto

> 2 abortos

Intervalo entre gestagdes

Nunca engravidou
Teve apenas uma gestagdo
Intervalo > 24 meses
Intervalo < 24 meses
Menarca
> 14 anos
13 anos
< 12 anos
Duracao do ciclo
menstrual
N&o menstrua mais
Regular
Nao regular
Lesdo do colo uterino
Negativo
NICI

NIC II e NIC III

ASCUS, AGUS e participantes

sem bidpsia

339 (23,7)
813 (56,7)

281 (19,6)

173 (12,1)
545 (38,0)
275 (19,2)

441 (30,7)

811 (64,4)
322 (25,6)

127 (10,1)

173 (12,1)
241 (16,8)
585 (40,8)

435 (30,3)

551 (38,9)
333 (23,5)

531 (37,5)

256 (17,9)
904 (63,2)

270 (18,9)

645 (48,8)
161 (12,2)
393 (29,7)

123 (9,3)

15,00 (11,14;21,38)
14,00 (10,00;20,40)

14,15 (9,95;21,00)

12,88 (9,51;18,85)**
13,75 (9,92;19,92)
14,95 (10,28;21,35)

15,35 (11,11;22,15)

14,60 (10,34;20,20)
14,80 (10,48;21,15)

14,50 (10,51;25,01)

12,88 (9,51;18,85)*
13,78 (9,47;19,11)
14,95 (10,80;21,35)

14,95 (10,29;21,00)

15,00 (10,85;21,78)*
14,20 (10,39;19,95)

13,79 (9,54;20,00)

15,00 (11,00;20,05)
14,00 (9,93;21,00)

15,00 (11,00;21,00)

12,98 (9,36;17,55)%**
15,00 (11,65;22,00)
18,00 (12,40;25,20)

16,92 (11,04;24,00)

241,00 (183,50;298,52)***
235,00 (183,04;289,48)

196,52 (150,00;253,00)

223,89 (162,51;274,25)*
219,00 (172,00;277,04)
233,76 (186,00;296,64)

236,00 (182,50;288,24)

230,00 (177,87;283,00)
223,26 (178,94:282,26)

232,59 (177,24;300,50)

223,89 (162,51;274,25)
218,00 (181,54;267,24)
230,00 (177,48;287,89)

235,04 (177,52;289,48)

229,00 (175,89;279,50)
225,00 (174,13;280,00)

227,63 (181,04:294,00)

236,00 (179,06;282,75)*
221,04 (174,52;280,00)

241,26 (184,88;304,00)

223,89 (173,11;280,50)
220,78 (173,76;283,61)
236,00 (182,50;290,50)

235,04 (185,00;291,00)

19,25 (16,06;23,62)**
19,76 (16,33;24,03)

18,14 (15,03;21,84)

19,16 (15,66;23,07)
19,26 (16,06;23,85)
19,03 (15,78;22,39)

19,84 (16,50;23,88)

18,99 (15,83;23,48)*
19,82 (16,70;23,67)

21,26 (17,51;24,16)

19,16 (15,66;23,07)
18,72 (15,65;23,44)
19,35 (16,19;23,38)

20,15 (16,44;23,99)

19,20 (15,71;22,42)
19,68 (16,39;24,65)

19,72 (16,16;23,87)

21,87 (18,16;25,96)%**
18,85 (15,51;22,35)

19,26 (16,05;24,12)

20,44 (16,78;24,95)%**
18,84 (16,10;24,49)
18,21 (15,30;21,46)

18,75 (15,55;21,64)

9,90 (8,14;12,66)
10,39 (8,49;12,54)

9,95 (8,30;12,09)

10,60 (9,26;12,50)
9,99 (8,24;12,04)
10,07 (7,99;12,84)

10,29 (8,51;12,89)

10,00 (8,00;12,33)*

10,23 (8,60;12,30)

10,65 (8,95;14,45)

10,60 (9,26;12,50)
9,99 (8,08;12,06)
10,04 (8,31;12,44)

10,37 (8,38;12,60)

10,18 (8,43;12,54)
10,06 (8,25;12,27)

10,21 (8,23;12,58)

12,22 (10,09;14,23)**

9,84 (8,05;12,00)

9,80 (8,03;11,51)

10,37 (8,69;12,46)
9,75 (8,02;12,68)
10,00 (8,36;12,76)

9,96 (8,07;12,04)

Teste Kruskal-Wallis: *p<0,05, **p<0,005, ***p<
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4.3 Fatores dietéticos correlacionados aos indicadores bioquimicos

As Tabelas 11 e 12 apresentam, respectivamente, os coeficientes de
correlacdo de Pearson entre os fatores bioquimicos (com p<0,20 para pelo menos
um deles) e nutrientes, e entre fatores bioquimicos e grupos de alimentos.

As tabelas 13 a 15 apresentam os modelos de regressdo linear multiplos
finais. Apds ajuste por idade, ocupacao, raca/etnia, uso de anticoncepcional oral,
tabagismo, etilismo, horas em jejum e tipo de lesdao no colo uterino (Modelo 1,
R?=0,102), houve correlacdo positiva estatisticamente significante entre cido félico
sérico (nmol/L) e consumo de proteina (g/d), ferro (mg/d), folato (ug/d), niacina
(mg/d), vitaminas B; (mg/d), Bs (mg/d), C (mg/d), A (UI/d), pro-carotendide
(ng/d), a-caroteno (ug/d), p-caroteno (ng/d), luteina (ug/d), criptoxantina (ug/d),
frutas/sucos (g/d), folhas verdes (g/d) e aves (g/d). Correlagdo inversa foi
observada entre acido félico sérico e consumo de doces (p<0,001) e de leite e
derivados (p<0,05). Todas as associacoes foram mantidas apds ajuste adicional
para fibra da dieta (Modelo 2, R®=0,109), exceto com consumo de folato, o-
caroteno e de folhas verdes (Tabela 13).

Para vitamina B;, sérica (pmol/L), houve correlacdo com varias varidveis
dietéticas, apds ajuste por idade, escolaridade, uso de anticoncepcional oral,
hospital e tabagismo (Modelo 1; R*=0,058). Entretanto, apds ajuste adicional por
consumo de proteina (Modelo 2, R*=0,065), as varidveis que permaneceram
correlacionadas foram: positivas com o consumo das vitaminas B, e B;,, € consumo
do grupo de leite e derivados; e inversas com o consumo de fibra (g/d), vitamina E

(mg/d) e leguminosas (g/d) (Tabela 14).
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Para vitamina Bs plasmatica (nmol/L), houve correlacdo com idade, renda per
capita, IMC, tipo de lesdo de colo uterino, tabagismo, etilismo e hospital de coleta
dos dados (Modelo 1; R*=0,144). Nao foi encontrada correlacdo estatisticamente
significante com dados da dieta (Modelo 2; R*=0,144). Proteina e vitamina Bs
dietéticos foram também testados em ambos os modelos, mas também ndo
apresentaram correlacao estatisticamente significante. Foi criado um novo grupo de
alimentos, contemplando todas as fontes protéicas da dieta (leites e derivados,
carnes e visceras, aves, pescados, embutidos e ovos), mas o coeficiente de
correlacdo de Pearson (r=-0,011) com a vitamina Bs plasmatica apresentou p>0,20.
O mesmo se procedeu para frutas ndo-citricas (r=-0,010, p=0,759), e razdo
‘ingestao de vitamina Bg/proteina’ (r=-0,014; p=0,652) (dados nao apresentados).

Houve correlagdao positiva estatisticamente significante entre consumo de
carboidratos (g/d), doces (g/d) e hcy plasmatica. Correlacdo inversa foi observada
entre consumo de colesterol (mg/d), ferro (mg/d), zinco animal (mg/d), niacina
(mg/d), vitaminas A (UI/d), B, (mg/d), Bs (mg/d) e pescados (g/d) e hcy
plasmatica, apds ajuste por idade, raca/etnia, duracao do ciclo menstrual, historia
de aborto, tabagismo, etilismo e horas em jejum (Modelo 1; R*=0,094). Essas
correlacdes perderam a significancia apds ajuste adicional por proteina da dieta

(Modelo 2; R*=0,113) (Tabela 15).
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Tabela 11. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre nutrientes ajustados por calorias totais* e varidveis bioquimicas. S&o Paulo,
Brasil (n=1434).

Nutrientes Acido félico (nmol/L) Vitamina B12 (pmol/L) Vitamina B6 (nmol/L) Homocisteina (umol/L)
(n=1085) (n=1072) (n=1032) (n=965)
Carboidrato (gd™) 0,011 -0,052% 0,014 0,109
Proteina (gd™) 0,042% 0,002 0,013 -0,094%
Gordura (gd™) -0,038 0,014 -0,021 -0,075%*
Gordura saturada (gd™) -0,050% 0,040% 0,004 20,024
Acido-graxo oléico (gd™) 0,031 0,016 0,017 -0,048*
Acido-graxo linoléico (gd™) 0,001 -0,042% 0,037 0,031
Colesterol (mgd™) 0,008 0,061%* -0,003 -0,083**
Fibra total (gd™) 0,081%* -0,056* -0,001 -0,036
Vitamina B1 (mgd™*) 0,074%* -0,006 0,004 -0,34
Vitamina B2 (mgd™) 0,027 0,094%+* 0,016 -0,018
Niacina (mgd) 0,109%*** 0,065%* 0,005 -0,122%%%%
Vitamina A (1Ud™) 0,100%%%x 0,048* 0,009 -0,053*
Vitamina B12 (mgd") 0,050% 0,097 %% -0,006 -0,088%*
Folato (ugd™) 0,070%* -0,024 0,027 -0,027
Vitamina B6 (mgd™) 0,100%*** 0,062%* -0,003 -0,096%**
Vitamina C (mgd™) 0,086+ 20,012 0,035 0,000
Vitamina E (mgd™) 0,021 -0,069%* 0,002 -0,040
Calcio (mgd™) -0,021 0,042% 0,026 0,059%
Ferro (mgd™) 0,113%%%x 0,034 -0,011 -0,134%K5x
Zinco animal (mgd™) 0,009 0,115%*** 0,001 -0,068**

# Método residual. ¥*p<0,20; **p<0,05; ***p<0,005; ****p<0,001.
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Tabela 12. Coeficientes de correlagdo de Pearson entre grupos de alimentos e varidveis bioquimicas. Sdo Paulo, Brasil (n=1434).

Grupos de alimentos Folato (nmol/L) Vitamina B12 (pmol/L) Vitamina B6 (umol/L) Homocisteina (umol/L)
Frutas e sucos de frutas® 0,106 0,019 0,002 -0,031
Frutas citricas e sucos de frutas citricas® 0,114%5%% 0,000 0,001 -0,008
Folhas verdes! 0,017 -0,029 0,078 -0,005
Verduras e legumes? -0,007 -0,034 0,065%* -0,002
Leguminosas? -0,017 -0,044* -0,064%* -0,041
Pdes, massas, cereais e tubérculos® 0,051% 0,008 -0,073%* -0,075%*
Leite e derivados® -0,065+* 0,074%* -0,001 0,076**
Carnes e visceras -0,006 0,101 %% -0,038 -0,105%%x*
Aves' 0,053* 0,020 0,036 -0,065%*
Pescados? 0,009 0,037 0,021 -0,073**
Embutidos® -0,024 -0,008 -0,041* -0,040
Ovos' -0,043* -0,052* -0,027 -0,039
Oleos, gorduras, salgadinhos e pastelaria' -0,065%* -0,028 -0,058*% -0,028
Doces? -0,093%%* -0,085%** -0,003 0,100%**
Café! -0,052 0,042 -0,025 0,069%*

! Apds transformacdo logaritmica. 2 Raiz quadrada. *p<0,20; **p<0,05; ***p<0,005; ****p<0,001.
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Tabela 13. Coeficientes B (IC95%) dos modelos de regressdo multipla, com fatores dietéticos como variaveis independentes e acido
félico sérico como variavel dependente. S3o Paulo, Brasil (n=1434).

Variaveis independentes

Modelo 1%

Modelo 2°

B (IC95%) R? B (IC95%) R?

Nutrientes
Proteina (gd™) 0,175 (0,036;0,314)* 0,108 0,145 (0,005;0,286)* 0,113
Fibra total (gd™) 0,123 (0,033;0,212)* 0,109 - -
Vitamina B1 (mgd™) 0,422 (0,168;0,676)*** 0,112 0,330 (0,024;0,637)* 0,114
Niacina (mgd™) 0,304 (0,176;0,432)*** 0,123 0,281 (0,151;0,411)*** 0,126
Vitamina A (IUd™) 0,089 (0,040;0,138)*** 0,115 0,076 (0,025;0,127)** 0,118
Vitamina A (retinold™) 0,070 (0,023;0,117)** 0,110 0,060 (0,012;0,108)* 0,115
B-caroteno total (ugd™) 0,071 (0,032;0,110)*** 0,114 0,059 (0,017;0,101)** 0,117

Criptoxantina (ugd™) 0,067 (0,039;0,095)*** 0,123 0,062 (0,031;0,094)*** 0,124
Folato (pgd™) 0,147 (0,050;0,245)** 0,111 0,104 (-0,024;0,232) 0,112
Vitamina B6 (mgd™) 0,390 (0,193;0,587)*** 0,117 0,336 (0,116;0,556)** 0,118
Vitamina C (mgd™?) 0,079 (0,031;0,127)*** 0,117 0,062 (0,008;0,115)* 0,115
Ferro (mgd™) 0,455 (0,277;0,634)*** 0,126 0,467 (0,249;0,685)*** 0,126
Grupos de alimentos
Frutas e sucos de frutas® 0,049 (0,023;0,076)*** 0,115 0,041 (0,012;0,071)** 0,116
Folhas verdes! 0,038 (0,003;0,074)* 0,107 0,031 (-0,004;0,067) 0,112
Frutas citricas e sucos de frutas citricas! 0,036 (0,016;0,055)*** 0,115 0,030 (0,008;0,051)** 0,116
Doces! -0,058 (-0,091;-0,026)*** 0,114 -0,052 (-0,085;-0,019)** 0,118
P&es, massas, cereais e tubérculos? 0,010 (0,000;0,020)* 0,106 0,009 (-0,002;0,019) 0,112
Leite e derivados? -0,016 (-0,041;0,009) 0,104 -0,006 (-0,011;-0,001)* 0,115
Aves! 0,041 (0,009;0,072)* 0,108 0,041 (0,009;0,072)* 0,115

! Apds transformacdo logaritmica; 2 Raiz quadrada; *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001.
§Modelo 1: ajustado por idade, ocupac&o, raca/etnia, uso de anticoncepcional oral, tabagismo, etilismo, horas em jejum e tipo de lesdo no colo uterino

(R*=0,102).

®Modelo 2: ajuste adicional para fibra da dieta (R=0,109).
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Tabela 14. Coeficientes B (IC95%) dos modelos de regressdo multipla, com fatores dietéticos como variaveis independentes e vitamina

B12 sérica como variavel dependente. Sdo Paulo, Brasil (n=1434).

Modelo 1% Modelo 2¢
Variaveis independentes
B (IC95%) R? B (1C95%) R?

Nutrientes
Carboidrato (gd™) -0,187 (-0,349;-0,026)* 0,062 -0,053 (-0,267;0,161) 0,065
Proteina (gd) 0,151 (0,049;0,252)** 0,065 - -
Gordura saturada (gd™) 0,089 (0,006;0,171)* 0,062 0,052 (-0,036;0,140) 0,066
Colesterol (mgd™) 0,069 (0,005;0,133)* 0,062 0,017 (-0,065;0,098) 0,065
Fibra total (gd™) -0,064 (-0,128;-0,001)* 0,061 -0,080 (-0,143;-0,016)* 0,070
Vitamina B2 (mgd™) 0,221 (0,097;0,346)*** 0,068 0,172 (0,025;0,319)* 0,070
Vitamina A (IUd™) 0,040 (0,003;0,076)* 0,062 0,027 (-0,011;0,065) 0,067
Vitamina A (retinold™) 0,044 (0,009;0,079)* 0,063 0,033 (-0,004;0,069) 0,068

Retinol (mgd™) 0,034 (0,007;0,062)* 0,063 0,028 (-0,001;0,056) 0,068
Vitamina B12 (mgd?) 0,060 (0,022;0,098)** 0,066 0,048 (0,009;0,088)* 0,070
Vitamina E (mgd™) -0,106 (-0,211;-0,001)* 0,061 -0,132 (-0,238;-0,026)* 0,070
Calcio (mgd™) 0,065 (0,008;0,121)* 0,062 0,042 (-0,017;0,102) 0,067
Zinco animal (mgd™) 0,113 (0,046;0,179)*** 0,067 0,090 (-0,015;0,195) 0,068
Grupos de alimentos
Doces? -0,027 (-0,050;-0,003)* 0,062 -0,018 (-0,042;0,007) 0,067
Leite e derivados? 0,005 (0,002;0,009)** 0,065 0,004 (0,000;0,008)* 0,069
Leguminosas? -0,006 (-0,011;0,000)* 0,062 -0,006 (-0,011;-0,001)* 0,070
Carnes e visceras 0,001 (0,000;0,001)** 0,064 0,000 (0,000;0,001) 0,068

! Apds transformacdo logaritmica; 2 Raiz quadrada; *p<0,05, **p<0,005, **¥*p<0,001.

8 Modelo 1: ajustado por idade, escolaridade, uso de anticoncepcional oral, hospital e tabagismo (R?=0,058).
¢ Modelo 2: ajuste adicional para proteina da dieta (R*=0,065).
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Tabela 15. Coeficientes B (IC95%) dos modelos de regressdo mdltipla, com fatores dietéticos como varidveis
independentes e homocisteina plasmatica como variavel dependente. Sdo Paulo, Brasil (n=1434).

Varidveis Modelo 18 Modelo 2¢
independentes B (IC95%) R? B (IC95%) R?
Nutrientes

Carboidrato (gd™) 0,224 (0,080;0,367)** 0,105 0,047 (-0,143;0,237) 0,114
Proteina (gd™) -0,186 (-0,275,-0,097)*** 0,113 - -
Colesterol (mgd™) -0,098 (-0,156;-0,039)*** 0,106 -0,037 (-0,111;0,036) 0,114
Niacina (mgd™) -0,172 (-0,256;-0,087)*** 0,112 -0,089 (0,220;0,041) 0,115
Vitamina A (IUd?) -0,040 (-0,072;-0,009)* 0,101 -0,024 (-0,056;0,009) 0,116
Vitamina A (retinold™) -0,038 (-0,068;-0,007)* 0,101 -0,023 (-0,054;0,009) 0,116
Vitamina B12 (mgd™) -0,044 (-0,078;-0,010)* 0,101 -0,027 (-0,061;0,008) 0,116
Vitamina B6 (mgd*) -0,257 (-0,384;-0,131)*** 0,112 -0,154 (-0,312;0,004) 0,118
Ferro (mgd™) -0,208 (-0,325;-0,091 )**x* 0,108 -0,104 (-0,245;0,036) 0,116
Zinco animal (mgd™) -0,080 (-0,139;-0,020)* 0,102 0,034 (-0,057:0,124) 0,114
Grupos de alimentos

Pescados! -0,020 (-0,036;-0,004)* 0,101 -0,011 (-0,028;0,005) 0,115
Doces! 0,029 (0,008;0,050)* 0,103 0,018 (-0,004;0,039) 0,116

! Apés transformagdo logaritmica; ? Raiz quadrada; *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001.
8 Modelo 1: ajustado por idade, raca/etnia, duracdio do ciclo menstrual, histéria de aborto, tabagismo, etilismo e horas em jejum

(R*=0,094).

®Modelo 2: ajuste adicional para proteina da dieta (R?=0,113).
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5 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo devem ser vistos sob a luz de algumas limitagdes.
Os dados apresentados sao provenientes de um desenho transversal, portanto
conclusdes a respeito do efeito causal das exposicdes de interesse (dieta) sobre os
fatores bioquimicos estudados devem ser cautelosas. Entretanto, vale ressaltar que

os habitos alimentares sdo referentes a um ano anterior a coleta de sangue.

Por se tratarem de informacgdes oriundas de um estudo caso-controle de base
hospitalar, o viés de selecdo ndo pode ser esquecido uma vez que a amostra

estudada ndo é representativa da populacao geral residente em Sao Paulo.

O uso de suplementos vitaminicos pode ter sido subestimado por viés de
memdria, ou pela possivel falta de instrugdo das participantes (fizeram uso sem
saber que se tratava de suplemento ou supondo que se tratava de medicamento),
pois é pratica do Sistema Unico de Salde a distribuicio desses suplementos. Além
disso, dados referentes ao uso de medicamentos, que poderiam eventualmente
interferir nas concentragdes dos indicadores bioguimicos estudados, podem ter sido

prejudicados pelo viés de informagao.

5.1 Caracteristicas gerais da populacao de estudo

Nessa amostra de mulheres, foram observadas prevaléncias de sobrepeso
(30,1%) e de obesidade (16,5%) acima das descritas por Abrantes et a/ (2003)
(26,6% e 12,7%, respectivamente) em estudo transversal que avaliou 17.184

pessoas estudadas na Pesquisa sobre Padrdes de Vida (PPV) realizada pelo IBGE em
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1996/97. Na caréncia de outra pesquisa nacional mais recente, as estimativas desse
inquérito de 1997, embora restrito as regides nordeste e sudeste do Pais, indicam a
situacdo como um todo, uma vez que dois tercos dos brasileiros vivem naquelas
regioes. Al-Shammari et a/ (2001) cita que a prevaléncia de obesidade em adultos
varia entre 10% e 25% na maioria dos paises do Oeste Europeu e entre 20% e
25% em alguns paises da América. Evidéncias sugerem um aumento dramatico das
prevaléncias de sobrepeso e obesidade, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento, sobretudo nas Ultimas 3 décadas (PALAMARA et a/, 2006).

Caracteristicas do estilo de vida, como tabagismo, etilismo e atividade fisica
tém sido amplamente estudadas, sobretudo no que concerne as suas relacdes com
os desfechos de salde, e sdo analisadas ora como co-varidveis, ora como
exposigoes de interesse.

Em nosso estudo, trinta por cento das participantes referiram tabagismo atual.
Segundo Corrao et a/ (2000), na maior parte dos paises, nascer homem é o maior
preditor para o tabagismo, com prevaléncia global de quatro vezes maior entre
homens que em mulheres (48% versus 12%). Entretanto, de acordo com
documento mais atual da Organizacao Mundial da Saude (THUN & COSTA E SILVA,
2003), a prevaléncia de tabagismo entre mulheres tem crescido assustadoramente,
e estima que um tergo da populagdo mundial adulta seja fumante, o que equivale a
1 bilhdo e 200 milhdes de pessoas (entre as quais 200 milhdes de mulheres). E
consensual que o uso do tabaco é a principal causa evitavel de doencas
cardiovasculares (TEO et a/, 2006), mas embora os efeitos adversos do fumo sobre
a salude estejam bastante e bem documentados, Rosner & Stampfer (2006)
destacam que ainda sdo poucos os dados disponiveis de paises em

desenvolvimento, onde o uso do tabaco tem aumentado nas Ultimas décadas.
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O consumo moderado de alcool, tipicamente definido como 2 doses/dia para
homens e 1 dose/dia para mulheres, tem sido consistentemente associado com
menor risco de doenca coronariana em estudos observacionais (TOLSTRUP et a/
2006). Considerando que uma dose de bebida equivale a 45 mL (SHILS 2003),
observou-se que 20,5% das participantes de nosso estudo referiram consumo
habitual de diario de alcool superior ao definido como consumo moderado, o que
pode ter efeitos adversos a saude. Mukamal et a/ (2006), utilizando o “2003
Behavioral Risk Factor Surveillance Systen’’, um estudo transversal de base
populacional com adultos nos EUA, compararam fatores de risco para doencas
cronicas entre 123.359 abstémios e 126.674 bebedores moderados, e concluiram
que o consumo moderado de alcool é associado a estilos de vida mais saudaveis,
apds ajuste para idade e sexo; entretanto, conforme os proprios autores destacam,
dados sobre consumo de alcool podem ser susceptiveis a viés de informacdo, e
experimentos aleatorizados considerando outros fatores, como tipo de alcool, dieta
e perda ponderal, s3o necessarios para confirmar tais associagoes.

O café é uma das bebidas mais amplamente consumidas no mundo. De fato,
em nosso estudo, 98,4% das participantes referiram consumo diario que variou de
1 a 2.050 mL. Segundo Higdon & Frei (2006), resultados de pesquisas
epidemioldgicas sugerem que o consumo de café pode ajudar a prevenir varias
doengas cronicas, incluindo diabetes mellitus tipo 2, mal de Parkinson e doenca
hepatica, e que a maioria dos estudos prospectivos nao encontraram associacao
significante com aumento do risco direto para doencgas cardiovasculares. Por outro
lado, esses autores destacam que o consumo de café esta associado ao aumento de
varios fatores de risco para as doencas cardiovasculares, como niveis pressoricos e

homocisteina plasmatica.
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A prevaléncia de uso atual de anticoncepcional oral na amostra estudada
(19,6%) foi préxima aos dados nacionais (21%) citados por de Bessa (2006). Vieira
et al (2002) referem que o planejamento familiar, definido como “a oferta de
métodos contraceptivos aliada ao acompanhamento médico com garantia de
escolha informada no contexto maior da salde reprodutiva”, foi contemplado pelo
Programa de Assisténcia Integral a Saude da Mulher (PAISM), lancado em 1983
pelo Ministério da Salde, e avaliaram sua inclusdo como um componente crucial na
assisténcia a saude da mulher, devido a sua relagdo com prevencao do aborto
provocado, gravidez ndo desejada, mortalidade materna e outros agravos a saude
relacionados a morbimortalidade. Com a persisténcia desses problemas e visando a
sua resolucdo, o governo brasileiro langou, em marco de 2005, a Politica Nacional
de Direitos Sexuais e Direitos Reprodutivos, que expandiu os servicos de reproducao
assistida, oferecendo mais opgdes contraceptivas (de Bessa 2006).

Segundo Guedes (2000), 31% das gestagdes no Brasil terminam em aborto, a
maioria das quais de maneira ilegal. Em nossa amostra, 449 (35,6%) participantes
referiram ter realizado um ou mais abortos, aproximando-se da estimativa nacional,
mas ndo foi captada a informacdo acerca do tipo de aborto (espontaneo ou
provocado). Rostad et a/ (2006) destacam que o comportamento reprodutivo
mudou drasticamente nas Ultimas décadas, com um declinio na fertilidade,
sobretudo entre as mulheres de renda mais alta. Analisando predominantemente
mulheres de baixa renda, nosso estudo evidenciou que mais de 85% da amostra ja
engravidaram pelo menos uma vez. Além disso, cerca de 30% apresentaram
intervalo entre gestacdes abaixo da mediana (24 meses). Muitos estudos tém
levantado associacdes entre curto intervalo entre gestacdes e desfechos adversos,

como baixo peso ao nascer, prematuridade, recém-nascido pequeno para idade
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gestacional e mesmo morte neonatal (SMITH et a/ 2003; ZHU 2005; DEDECKER et

a/ 2006)

Em nosso estudo, concentracdes sub-6timas de acido fdlico sérico foram
encontradas em 6,2% da amostra, usando concentracdes <7 nmol/L como ponto de
corte (CLARKE et a/ 2004). Dependendo do critério utilizado, a proporcao de
individuos com provavel deficiéncia de folato pode variar de 0-79% (BRUSSAARD et
al 1997b; GAO et a/ 2003, PLANELLS et a/ 2003; ALFTHAN et a/ 2003; FORD et a/
1999; HATZIS et a/ 2006; AL KHATIB et a/ 2006). A mediana de ingestdo diaria de
folato (185,8 ng) nessa amostra foi bastante aquém da DRI (INSTITUTE OF
MEDICINE 2002) para essa vitamina (400 ng/dia), como também evidenciado por
Plannels et a/ (2003) para mulheres espanholas (178,95 ng/dia), Bentley et a/
(2006) para mulheres americanas (300 pg/dia) e Vrentzos et a/ (2006) para
mulheres gregas (234 pg/dia). Considerando-se a DRI de 1989, 45,7% das
mulheres estudadas apresentaram ingestao deficiente de folato (<180 pg/dia).
Entretanto, por se tratar de grupo de mulheres em idade fértil, cuja DRI posterior,
de 400 pg/dia (INSTITUTE OF MEDICINE 1998), levou em consideragao os riscos de
malformacoes fetais, observou-se prevaléncia bem maior de consumo deficiente, da
ordem de 97%. Ainda que a valorizagdo de tais estimativas de ingestdo deva ser
cautelosa, j@ que provavel subestimacdo do uso de suplementos vitaminicos do
complexo B pode ter ocorrido, é importante ressaltar a gravidade dos desfechos

adversos da gestacao e a necessidade de evita-los.

A baixa prevaléncia observada de niveis séricos sub-6timos de vitamina B,
(11%) assemelha-se a encontrada por Plannels et a/ (2003) em mulheres

espanholas (10,9%), e é menor que a evidenciada por Gao et a/ (2003) em
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mulheres chinesas (33%), por Wartanovicz et a/ (2001) em mulheres polonesas
(38,2%) e por Al Khatib et a/ (2006) em mulheres libanesas (39,4%). Ingestao de
vitamina B, adequada, segundo a recomendacdao para mulheres na faixa etaria
estudada (2 ng/dia; DRIs, 2002), foi observada em 70,4% das participantes. Tal
achado mostra-se consistente com dados da literatura, em que a ingestdo adequada
dessa vitamina foi observada na maioria das mulheres estudadas (WARTANOWICZ

et al2001; PLANNELS et a/2003; VRENTZOS et a/ 2006).

No presente estudo, observou-se consumo inadequado de vitamina Bs em
49% das participantes e, de acordo com a avaliacdo bioquimica, deficiéncia de
vitamina Bg (PLP<20 nmol/L) foi observada em 53,9% das mulheres; 39%
apresentaram concentracoes plasmaticas consideradas marginais (PLP entre 20 e 30
nmol/L) e apenas 7,2% apresentaram concentragdes consideradas normais (PLP>30
nmol/L). Segundo Powers (1999), se nao ha nenhuma demonstracdo convincente
de anormalidade funcional associada a valores abaixo ou acima dos valores de
referéncia, como ocorre com a vitamina Bs, 0 método em questdo, sozinho, ndo
satisfaz o critério para um marcador funcional em seres humanos. De acordo com
Mackey et a/ (2006), certas condigbes genéticas e fisioldgicas influenciam as
concentragdes plasmaticas de PLP, de maneira que sdao necessarios métodos
alternativos para complementar as conclusdes a respeito do estado nutricional
referente a vitamina B,

A prevaléncia de hiperomocisteinemia total (20,1%) observada no presente
estudo é semelhante a encontrada por Gao et a/ (2003) em mulheres chinesas
(22%). Selhub (2006), em revisao recentemente publicada, informa que a
prevaléncia total na coorte de Framingham foi de 29,3%); como as concentragdes de

hcy tendem a ser mais elevadas em homens que em mulheres devido a auséncia do
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efeito protetor do estrogeno, essa prevaléncia foi alta possivelmente devido aos
valores de hcy apresentados pelos individuos do sexo masculino avaliados pela

coorte.

5.2 Fatores socio-demograficos associados aos indicadores bioquimicos

De acordo com Pietrzik & Bronstrup (1998), o metabolismo de um substrato
esta intimamente ligado ao do(s) seu(s) cofator(es). No caso da hcy, ha o folato, a
vitamina By, e a vitamina B¢ agindo como coenzimas no metabolismo humano. A
vitamina Bs sob a forma de PLP, estad envolvida na formagdo de cistationina a partir
da hcy (a chamada via da transulfuragao). O folato, assim como a vitamina B, esta
envolvido na via da remetilagdo da hcy em metionina. Estudos prévios tém
observado correlacdo inversa entre homocisteina e acido fdlico, e entre
homocisteina e vitamina Bj,, assim como correlagdo positiva entre essas duas
vitaminas (REFSUM et a/, 1998; HANKEY, 2004; STIPANUK 2006; SELHUB 2006),
conforme também observado no presente estudo.

A correlagdo positiva observada entre homocisteina plasmatica e idade
observada por alguns estudos (ANDERSSON et a/ 1992; LUSSIER-CACAN et a/ 1996;
SELHUB 2006) é parcialmente explicada, em mulheres aparentemente saudaveis,
pela queda do estrégeno durante o climatério e apds a menopausa, independente
do estado nutricional e da massa muscular (MORRIS et a/ 2000; DIMITROVA et a/
2002). Em nosso estudo, as concentragcbes sangiiineas de vitamina Bs e de
homocisteina apresentaram diferenca estatisticamente significante entre as
categorias de idade.

Ford & Bowman (1999), em estudo transversal de base populacional que

analisou dados do NHANES III, encontraram concentracdes séricas de folato
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maiores em mulheres caucasianas quando comparadas a afro-americanas e latinas
(mexicanas). Interessantemente, o nivel educacional foi maior entre as caucasianas,
seqguido das afro-americanas e das latinas (p<0,001). Em nosso estudo, as
mulheres classificadas como brancas apresentaram concentracdes séricas de folato
maiores do que as classificadas como negras, assim como, ao contrario do
observado na populacdao americana, concentracdes menores nas mulheres de
escolaridade mais alta. Caracteristicas intrinsecas ao tipo de populagdo justificam,
portanto, uma abordagem diferenciada, pois as diferencas ndo sdo completamente
explicadas por varidveis bioldgicas.

A vitamina Bg esta diretamente relacionada a producdo de energia durante a
atividade fisica, participando dos processos bioquimicos de utilizacdo do glicogénio
muscular (o grupamento fosfato da PLP funciona como cofator da glicogénio
fosforilase) e de neoglicogénese (via papel da PLP em reagGes de transaminagdo)
(MANORE 2000; MACKEY et a/ 2006). O presente estudo evidenciou menores
concentragdes plasmaticas de vitamina Bg na menor categoria de IMC e no maior
tercil de MET semanal, sugerindo que maior nivel de atividade fisica pressupde
maior demanda de vitamina B na populacdo estudada.

Ainda com relacdo a vitamina Bg, observou-se que as mulheres que relataram
tabagismo atual apresentaram os menores valores plasmaticos. Essa associagao
entre fumo e menores concentragdes sangiiineas de vitamina Bg foi também
observada por Vermaak et a/(1990). Giraud et a/(1995), em estudo sobre diferencga
de concentracdes plasmaticas de PLP entre fumantes (n=23), ndo fumantes (n=11)
e mascadores de tabaco (n=11), encontraram diferenca significante nas

concentracdes de PLP entre fumantes e nao-fumantes.
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Em nosso estudo, a hcy plasmatica foi significantemente associada a histdria
de aborto referida. Considerando que a hcy plasmatica tem sido apontada como
melhor indicador bioquimico do estado nutricional de acido félico devido, entre
outros aspectos, a sua forte correlagdo com acido fdlico eritrocitario (DONNELLY
2001), tal achado sugere a importancia do impacto do aborto no estado nutricional
de &cido fdlico de mulheres de baixa renda.

Estudos prévios tém associado necessidades mais altas de vitaminas do
complexo B para consumidores cronicos de alcool (MARTIN et a/ 2003; MASON &
CHOI 2005). As ingestdes baixas a moderadas apresentadas pela amostra do
presente estudo podem explicar parcialmente porque ndo foi encontrado prejuizo do
estado nutricional referente as vitaminas entre as usudrias de bebida alcodlica

avaliadas.

5.3 Fatores dietéticos correlacionados aos indicadores bioquimicos

Acido folico

No presente estudo, houve correlagdo significante entre acido félico sérico e
ingestdo de varios nutrientes importantes, incluindo proteina, fibra, vitamina B;,
niacina, vitamina A, B-caroteno, criptoxantina, folato, vitamina Bs, vitamina C e
ferro, apds ajuste por fatores de confusao. Correlacao positiva entre folato dietético
e concentragdes sanglineas de acido folico tem sido observada em varios estudos
(BRUSSAARD et a/ 1997b; RASMUSSEN et a/ 2000; PLANELLS et a/2003; HATZIS et
al 2006), e a perda de significancia estatistica apds ajuste adicional por fibra da
dieta, observada no presente estudo, sugere que essa correlagdo é dependente da
ingestao de fibra total da dieta, cujas fontes alimentares incluem principalmente os

vegetais folhosos e as frutas, também fontes de folato.
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Brevik et a/ (2005), ap6s analisar uma sub-amostra do Hordaland
Homocysteine Study, encontraram correlacdo positiva entre as concentracdes
séricas de acido fdlico e frutas e sucos de frutas citricas, conforme também
observado no presente estudo, e sugeriram que a Otima biodisponibilidade da
vitamina no suco de laranja, e, portanto uma maior absorcdo a partir dessa fonte,
seria uma explicacao plausivel para tal correlagdo. Segundo esses autores, a
correlagdo inversa com o grupo de leite e derivados, semelhante a observada em
nosso estudo, ao lado da correlacao positiva com frutas citricas, pode indicar que
preferéncias relacionadas ao tipo de bebidas sdo importantes determinantes do
folato sérico em populagbes com baixa ingestdo de folato dietético. De maneira
semelhante, a correlacdo inversa entre acido félico sérico e doces observada no
presente estudo é provavelmente explicada por um padrdo de consumo alimentar
em que a opgao por doces acontece em detrimento da opgdo por alimentos
considerados mais saudaveis, como frutas, por exemplo.

Esses achados estdo em concordancia com aqueles previamente descritos em
estudos transversais (GAO et a/ 2003; KERVER et a/ 2003; HATZIS et a/ 2006) e
estudos de intervencdo dietética (SILASTE et a/ 2003; KIEFER et a/ 2004), que
sugerem uma correlagdo positiva entre concentragao sangtiinea de acido fdlico e

padroes dietéticos.

Vitamina B;>
Os resultados apresentados no presente estudo evidenciam que a correlacao
entre vitamina B, sérica e nutrientes especificos (gordura saturada, colesterol,

vitamina A, calcio e zinco animal) deve-se a fonte alimentar, predominantemente
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protéica, que é também Unica fonte da vitamina By,. Tal observacao € confirmada
com a perda de significancia estatistica apds ajuste por proteina da dieta.

Em concordancia com estudos prévios (TUCKER et a/ 2000; NEUHOUSER
2003; CAMPBELL et a/ 2003; NATH et a/ 2006), as concentracbes sangliineas de
vitamina B;, foram positivamente correlacionadas com a ingestdo de vitamina By,
apds ajuste por idade, escolaridade, uso de anticoncepcional oral, hospital,
tabagismo e consumo de proteina no presente estudo.

Correlacao positiva entre vitamina B, sérica e consumo de riboflavina,
observada no presente estudo, ndao tem sido referida na literatura, mas se deve
provavelmente ao fato de essas vitaminas compartilharem as mesmas fontes
alimentares (leite e derivados).

De acordo com Carmel (2006), a cobalamina é sintetizada por bactérias, sob a
forma de corrindides, ndo funcionais em seres humanos; os animais ingerem esses
microorganismos e incorporam a cobalamina em seus musculos, érgaos, ovos e leite
em proporgdes variaveis. Dessa forma, os produtos de origem animal consistem nas
principais fontes alimentares de vitamina B, para os seres humanos. Isso pode
explicar a correlagdo inversa, observada no presente estudo, entre vitamina Bj,
sérica e fibra dietética, e entre vitamina B;, sérica e leguminosas, mantida mesmo
apos ajuste adicional por consumo de proteina total da dieta.

A captacdo da cobalamina ligada a fator intrinseco (glicoproteina
imprescindivel a absorcao normal da vitamina B;,) nas microvilosidades da borda
em escova das células da mucosa ileal depende ndao apenas de um pH acima de 6 e
de componentes da bile, mas também da presenca de calcio (WEIR & SCOTT 2003).
O cdlcio ionizado participa como elemento de transdugdo de sinais, efetuando

alteragdo reguladora por meio de diferencas de concentracao (WEAVER & HEANEY
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2003). Produtos lacteos, importantes fontes de calcio da dieta, sdo também fontes
de vitamina B;,, e esta pode ser mais eficientemente absorvida quando comparada
a outras fontes alimentares, justamente devido a participagdo do calcio no aumento
da sua biodisponibilidade, explicando a correlacdo positiva observada, no presente
estudo, entre a vitamina B, sérica e leites e derivados. De acordo com Tucker et a/
(2000), carne vermelha, aves e peixes sdao fontes ricas em vitamina B;,, mas ao
contrdrio da maioria dos produtos lacteos, sao consumidas apds cozimento

prolongado, que produz importante perda e degradagdo térmica de vitamina By,.

Vitamina Bs

A vitamina Bs tem numerosas fungdes complexas e inter-relacionadas no
organismo humano, e 0s processos dependentes dessa vitamina podem sofrer
influéncia de muitas varidveis. A relacdo entre ingestao de vitamina Bs e 0 estado
nutricional referente a essa vitamina, por exemplo, é determinada, entre outros
fatores, por sua biodisponibilidade, tamanho dos estoques corporais e varidveis
fisiologicas, como fungao renal e hepdtica, por exemplo (MACKEY et a/2006).

Estudos delineados especificamente para investigar fatores associados ao
estado nutricional referente a vitamina Bs ndo apenas quantificam o piridoxal-5'-
fosfato (PLP) plasmatico (considerado o melhor parametro direto atualmente), como
realizado em nosso estudo, mas medem também uma combinacao deste com o
piridoxal plasmatico ndo-fosfatado, além de um representante da excrecao urinaria
(acido 4-piridéxico), que reflete ingestdo recente, e indicadores baseados em suas
funcdes bioquimicas: concentragdes eritrocitarias de aspartato aminotransferase (a-
EAST) e de alanina aminotransferase (a-EALT). Como destacado por Mackey et a/

(2006), conclusdes sobre o estado nutricional referente a vitamina B baseadas no
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PLP plasmatico devem ser consideradas suposicoes até que sejam confirmadas por
um método de avaliacdo alternativo. Aliada a tais consideracOes, a captacdo da
ingestdo de vitamina By a partir da dieta e de suplementos, como ja mencionado
anteriormente, pode ter sido prejudicada pelo método utilizado, de forma que

correlagdes com dados da dieta ndo foram encontrados no presente estudo.

Homocisteina

A ingestdo insuficiente de folato dietético tem sido amplamente descrita como
0 determinante mais importante da hiperomocisteinemia (REFSUM et a/ 2006). No
presente estudo, observou-se correlagdo negativa (Spearman) estatisticamente
significante entre folato dietético e concentragdes plasmaticas de hcy, em anélise
que considerou as participantes com hiperomocisteinemia intermediaria e severa
(dados nao apresentados).

Correlagao positiva (p<0,05) foi observada, no presente estudo, entre
concentragdes plasmaticas de hcy e consumo de café. Em recente revisdao sobre os
efeitos do café na salde humana, Higdon & Frei (2006) apontam que o consumo de
café tem sido positivamente associado a concentracdo plasmatica de hcy de uma
maneira dose-dependente em numerosos estudos transversais conduzidos na
Europa, Escandindvia e Estados Unidos. Além disso, ensaios clinicos confirmaram o
aumento das concentragdes plasmaticas de hcy em decorréncia de ingestao
relativamente alta de café. Verhoef et a/ (2002), em ensaio clinico com adultos
holandeses voluntarios aparentemente sauddveis (n=48), demonstraram um
aumento de 5% e de 11%, em duas semanas, na concentracdo plasmatica de hcy
como resultado, respectivamente, do uso de capsulas de cafeina (870 mg/dia) e do

consumo de café coado em filtro de papel (0,9 L, fornecendo aproximadamente 870
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mg/dia de cafeina). Urgert et a/ (2000) observaram que o consumo diario de um
litro de café filtrado por adultos saudaveis (n=26), durante duas semanas, elevou as
concentragdes plasmaticas de hcy em 18%. No presente estudo, embora
estatisticamente significante, a correlagdo entre concentracao plasmatica de hcy e
consumo de café (g/dia) foi fraca (r=0,07), o que provavelmente se deve a falta da
informacao acerca da qualidade/preparo da bebida.

Em nosso estudo, foi ainda observada uma correlacdo inversa entre a hcy
plasmatica e o consumo de proteina, apds ajuste para idade, raga/etnia, duracdo do
ciclo menstrual, histéria de aborto, tabagismo, etilismo e horas em jejum.
Rasmussen et a/ (2000) sugeriram que tal correlagdo inversa pode ser explicada
pelo fato de a proteina ser um marcador para ingestdo de vitamina B;,. De fato, em
nosso estudo, a proteina foi positiva e significativamente associada as
concentragdes séricas de vitamina Bj,, que, por sua vez, apresentou correlagao
inversa com a hcy plasmatica.

Nossos resultados evidenciaram ainda correlagdo inversa entre as
concentragdes plasmaticas de hcy e varios nutrientes (colesterol, niacina, vitamina
A, vitamina Bj, vitamina Bs, ferro e zinco animal), todos de origem
predominantemente protéica, o que justifica a perda de significancia apds ajuste por
proteina da dieta e reforca a suposicdo de que, na populacao estudada, o
determinante da hcy plasmatica é a ingestdo de proteina.

Estudos prévios tém observado menores concentragdes plasmaticas de
homocisteina entre individuos que fazem uso de suplementos de vitaminas do
complexo B do que entre aqueles que nao o fazem (KATO et a/ 1999; KOEHLER et
al 2001; GANJI & KAFAI 2003). Entretanto, no presente estudo, nao foi observado

diferenga entre tais concentracdes na comparacao entre usuarias e ndo-usuarias de
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suplementos, possivelmente devido ao nimero pequeno de participantes usuarias

que foi possivel captar através do questionario utilizado.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho fornecem uma estimativa do estado
nutricional relativo as vitaminas Bi,, Bg, folato e a homocisteina, e sugere possiveis
determinantes de suas concentracGes plasmaticas ou séricas em amostra de
mulheres brasileiras de baixa renda.

Com relacao a dieta, adequagdo de calorias e de macronutrientes aliada a
uma deficiéncia na ingestao de fibras e folato evidenciou preferéncias alimentares
ndo-saudaveis. De fato, o consumo de frutas, legumes e verduras atingiu apenas
metade da recomendacdo da OMS (400 g/dia) para esses alimentos, com consumo
elevado de doces em contraste com o baixo consumo de alimentos fonte de
carboidratos complexos (paes, massas, cereais e tubérculos).

Houve correlagdo entre as concentragdes sanglineas de acido félico e de
vitamina B;, e varidveis dietéticas. Nossos resultados sugerem a ingestdo dietética
de vitamina B;, como importante preditor das concentracdes sangiiineas dessa
vitamina. A vitamina By, proveniente dos produtos lacteos, ao contrario da
proveniente das carnes, foi preditor das concentracdes séricas de vitamina B,
independentemente do conteldo total de proteina da dieta.

A vitamina Bg plasmatica correlacionou-se positivamente com o IMC. Nao
houve correlagdo entre fatores dietéticos e concentragdes plasmaticas de vitamina
Bs. Houve correlacdo inversa entre hcy plasmatica e proteina da dieta mesmo apos
ajuste adicional pelas concentracdes sangiiineas de folato, vitamina By, e vitamina
Bs.

O presente estudo sugere, portanto, que fatores dietéticos, socio-demograficos,

de estilo de vida e gineco-obstétricos podem explicar parte da variacdo das
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concentragdes séricas ou plasmaticas das vitaminas estudadas em amostra de

mulheres brasileiras de baixa renda.
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Faculdade de Saude Publica da Universidade de S3o Paulo-COEP, analisou e
aprovou, de acordo com os requisitos da Resolugdo CNS/196/96, o Protocolo de
Pesquisa n.° 873, intitulado: “CONSUMO ALIMENTAR E NIVEIS SERICOS DE
MICRONUTRIENTES: ASSOCIACAO COM LESOES NEOPLASICAS DO COLO
UTERINO”, apresentado pela pesquisadora Marly Augusto Cardoso.

Atenciosamente,

Paulo Anton'i,o d : arvalho Fortes
Professor {Associado
Coordenador do Comité de Etita em Pesquisa da FSP-COEP
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O QUE E ESTE ESTUDO ?

O projeto de pesquisa: “FATORES NUTRICIONAIS E ASSOCIACAO
COM LESOES NEOPLASICAS DO COLO UTERINO” estudara a associagéo
entre a alimentagdo e a evolugédo das lesées do colo uterino. O objetivo
principal do estudo sera avaliar o consumo alimentar de mulheres durante
exame ginecoldgico realizado em alguns hospitais de Sao Paulo e verificar
se ha relagéo entre dieta e a lesdo no colo uterino.

O QUE FAREI NO ESTUDO ?

Sera realizada uma entrevista sobre dados pessoais, alimentagéo e
atividade fisica. O desconforto esperado com sua participacédo refere-se
apenas a coleta de sangue, que sera realizado por profissional treinado e
com uso de material descartavel. Sera utilizada para este estudo também
amostra de secregao vaginal e resultado de bidpsia (caso necessario) do
colo uterino, de acordo com os procedimentos de rotina do exame
ginecoldgico.

Sua participacdo € voluntaria no estudo e contribuird para o
conhecimento da relacdo entre dieta e evolucdo de lesbes do colo uterino,
podendo contribuir para recomendacdes nutricionais de prevencido destas
lesdes. Caso ndo queira participar da pesquisa, isto ndo afetara o
atendimento oferecido pelo hospital.

SERA QUE TEREI ALGUMA DESPESA ?

N&o. Os resultados dos exames de sangue serdo enviados
gratuitamente para o seu endereco residencial, juntamente com orientagdes
sobre alimentacio saudavel.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS ?

Como sua participacdo é voluntaria, vocé tem o direito de parar de
participar em qualquer momento, sem nenhuma penalidade. Vocé tem o
direito de recusar a responder perguntas ou realizar exames.

COMO OS MEUS DADOS SERAO MANTIDOS CONFIDENCIAIS ?

Para garantir a sua privacidade, seus dados serdo identificados por
um numero. Todas as informagdes obtidas no questionario e os resultados
da analise de sangue serdo mantidos em sigilo, garantindo-se
confidencialidade dos dados.
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O QUE SERA FEITO COM AS AMOSTRAS DE SANGUE COLETADAS ?
As amostras de sangue serdo processadas e depois transportadas

para nossos laboratérios para analise de homocisteina e micronutrientes
(acido félico, vitaminas B6, B12, carotendides e retindides).

DECLARAGAO DE CONCORDANCIA

Eu compreendi todas as informagdes apresentadas neste termo de
consentimento e dei 0 meu consentimento para participacdo no estudo.

Assinatura do participante: - Data: [

Impressao datiloscépica (quando se aplicar):

Caso o entrevistador tenha lido a carta para o participante:

Eu li todas as informagdes para o participante e afirmo que ele compreendeu
todas as informagdes. O participante consentiu livremente em participar do
estudo. Assinatura ou marca acima é do participante.

Assinatura do entrevistador: - Data:
1

Pesquisador Responsavel pela pesquisa:

Profa. Dra. Marly Augusto Cardoso

Departamento de Nutricdo, Faculdade de Saude Publica
da Universidade de Sao Paulo
Av. Dr. Arnaldo, 715 — Sao Paulo (SP) - Tel: (0**11) 3066-7701
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Quantificacao da Homocisteina

A dosagem das concentracdes de hcy plasmatica foi baseada no método de
Pfeiffer et al. (1999) para aplicagdo em cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC - high performance liquid chromatography) com deteccdo fluorimétrica e
eluigdo isocratica.

Para realizar a analise quantitativa, construiu-se uma curva de calibracdo a
partir de 5 solugdes de Hcy em concentragOes crescentes de 3,125 uM, 6,25 uM,
12,5 uM, 25,0 uM e 50,0 uM, uma curva de calibragao a partir de 5 solugdes de Cys
em concentragdes crescentes de 50 uM, 100 uM, 200 uM, 400 uM e 800 uM e de
um padrao interno (PI) de cistamina com concentracao constante de 10uM. Por
interpolacdo, o programa de andlise de dados do sistema de HPLC da a equagao

correspondente a quantificacdo dos niveis de Hcy e Cys plasmatica nos ensaios.

As solugOes de Hcy e Cys de concentragdes conhecidas e as amostras a serem
analisadas no HPLC passam por uma seqiiéncia de atividades para a reacao,

envolvendo as etapas redugdo, precipitagdo das proteinas e derivatizacdo.

Na etapa de reducdo, incubou-se a temperatura ambiente por 30 minutos 50
L de plasma adicionado a 60uL de meio I, no qual havia tampao fosfato (PBS),
tricarboxi-etil-fosfina (TCEP - Sigma) 10% e padrao interno (cistamina 10uM)

diluido. Assim, ha a reducao dos adutos tidis e sua liberagdo das proteinas

plasmaticas.

Na etapa de precipitagdo das proteinas, adicionou-se as amostras da etapa
anterior 100uL de acido tricloroacético 10% (TCA - Sigma). Apos esta adicdo, cada
amostra foi agitada em agitador de tubos tipo Voértex por 30 segundos e

centrifugada a 13000rpm por 10 minutos.

Na etapa de derivatizacao, 50 uL do sobrenadante foram transferidos para
novos microtubos contendo cada um 185 puL de meio II, composto por NaOH 1,55
M; tampao borato 0,125 M (pH 9,5) contendo 4 umol/L de EDTA; e 7-
fluorobenzeno-2-oxi-1,3-diazdlico-4-sulfato de amonio (SBD-F - Sigma) 1g/L. Apds
uma breve agitagdo, os eppendorfs foram incubados em Banho Maria a 60°C por 1

hora. O SBD-F ao reagir com os grupamentos SH disponiveis, produz um composto



fluorescente. Para analise no HPLC, 200uL de cada amostra preparada foi
transferida para um vial e colocados para leitura no aparelho, sendo que o volume

de amostra injetada no sistema de HPLC foi de 10 pL.

O equipamento de HPLC usado é da marca Shimadzu e é composto por um
injetor automatico de amostras SIL-10Advp, um detector de fluorescéncia RF-
10AXL, uma coluna analitica da marca Phenomenex C18 modelo Prodigy ODS2
(150mm x 3,2mm e microparticulas de 5,0um) e uma pré-coluna C18 modelo
Alltech ODS (30mm x 3,2mm e microparticulas de 5,0 um). A separacao é feita nas
colunas, enquanto a deteccao da fluorescéncia dos compostos separados é feita
com detector ajustado para excitacdo a 385 nm e emissdo a 515 nm. A analise
cromatogréfica foi realizada com uma fase mdvel composta de tampao acido
acético/acetato 0,1M (pH 5,5) com 30 mL/L de metanol grau cromatografico num
fluxo de 0,7 ml/minuto.

Quantificacao da Vitamina Bg

A dosagem da vitamina Bg foi baseada no método de Sharma & Dakshinamurti
(1992) para aplicagdo em HPLC com deteccdo ultravioleta (UV) e eluigdo isocratica.

Foram utilizados um padrao de vitamina B¢ (Piridoxal-5-fosfato - Sigma),
concentracdo de 1 mg/dL (diluidos em H,O milliQ). As amostras foram submetidas
a0 processo de extracdo com acido metafosforico (Merck) 10%, numa proporcao de
3:1 (300 pL de acido metafosférico 10% e 100 pL de soro). As amostras foram
agitadas por 30 segundos e depois centrifugadas em 10.000 rpm por 20 minutos.
Para andlise no HPLC, 200 uL do sobrenadante de cada amostra preparada foi
transferida para um vial e colocados para leitura no aparelho, volume da injegao de
20 pL. Todas as etapas da extracao foram realizadas em microtubo escuro para

minimizar a degradacdo das vitaminas, que sao fotossensiveis.

O equipamento de HPLC usado é da marca Shimadzu e é composto por um
injetor automatico de amostras SIL-10Advp, um detector de UV SPD-10A vp, uma
coluna analitica da marca Phenomenex modelo Bondclone C18 (300 x 3,9 mm e

microparticulas de 10 um) e uma pré-coluna C18 modelo Alltech ODS (30 mm x 3,2



mm e microparticulas de 5,0 um). A separacao é feita nas colunas, enquanto a
deteccdo dos compostos separados é feita com detector de ultravioleta ajustado
para comprimento de onda de 290 nm. A analise cromatografica foi realizada com
uma fase moével composta de 18% de acetonitrila e 2% de acido metafosforico 5%
em agua milliQ, em um fluxo de 1 mL/min. O tempo de retencdo foi de 2,93
minutos para a vitamina Bs. A concentragdo sérica das vitaminas foi calculada em

relagdo aos padrdes de vitamina Bs.



