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RESUMO

KUBOTA, A.M. Efeito das concentra¢cdes das vitaminas (séricas e da dieta) e do
polimorfismo MTHFR C677T na taxa de metilacdo global do DNA durante o
periodo gestacional. 2008. 103f. Dissertagao (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

A cobalamina (vitamina B12) e o acido félico sdo nutrientes essenciais para sintese
de DNA, metionina e S-adenosilmetionina (SAM). A SAM é uma potente doadora de
grupo metil necessario nas reagbes de metilagdo do DNA. Deficiéncias dessas
vitaminas podem comprometer as concentracbes da SAM e, indiretamente, a
metilacdo do DNA. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito das concentragdes de
vitaminas (no sangue e na dieta), metabdlitos (no soro) e do polimorfismo MTHFR
C677T na taxa de metilagdo global do DNA. Participaram do estudo 103 gestantes,
das quais foram colhidas amostras de sangue nas idades gestacionais de 16, 28 e
36 semanas. Foram realizadas as determinacdes dos valores de folato eritrocitario, e
das concentragbes séricas de folato, cobalamina, vitamina B6, homocisteina (tHcy),
metionina, acido metilmalénico (MMA), SAM e S-adenosilhomocisteina (SAH), além
genotipagem para o polimorfismo MTHFR C677T por PCR-RFLP. A taxa de
metilacdo global do DNA foi avaliada indiretamente por reagado de extensao usando
[PH]dCTP. Para avaliacdo nutricional foi aplicado um inquérito recordatério de 24
horas no dia de cada coleta. Devido ao uso de suplementacdo com acido folico e/ou
polivitaminicos, as participantes foram classificadas em quatro grupos: grupo 1 (50
gestantes que ndo usaram suplementacgao); grupo 2 (14 mulheres que fizeram uso
de suplementos nas trés idades gestacionais); grupo 3 (21 participantes que usaram
suplementagcdo até a 162 semana de gravidez) e grupo 4 (10 gestantes que
utilizaram suplementacédo nas idades gestacionais de 16 e 28 semanas apenas). A
taxa de metilacédo global do DNA foi menor na 282 semana de gravidez quando
comparada aquelas encontradas nas 16 e 362 semanas em todos os grupos
estudados. No grupo 1, as seguintes variaveis: concentragdes de folato eritrocitario,
vitamina B6 sérica, MMA, SAM, creatinina, vitamina B6 da dieta, proteinas de carnes
(dieta), idade gestacional de 36 semanas e o gendtipo CT + TT do polimorfismo
MTHFR C677T foram associadas com a taxa de metilagdo do DNA, bem como as
interagbes entre os gendtipos CT + TT e folato eritrocitario ou sérico ou SAM; entre
folato sérico e vitamina B6; entre creatinina e MMA ou vitamina B6 da dieta, e entre
SAM e proteinas de carnes da dieta. As interagdes entre: 1 - menores
concentragbes de folato sérico e baixa ingestdo de acido fdlico; 2 - maiores
concentragdes de MMA e baixa ingestao de vitamina B6; 3 - idade gestacional de 36
semanas e gendtipo CT + TT do polimorfismo C677T no gene MTHFR foram
associadas ao maior risco de apresentar menores taxas de metilagéo global do DNA
no grupo 1.

Palavras-chave: Metilagdo do DNA. Folato. Cobalamina. MTHFR C677T. Gestacéo



Ananka Midori Kubota Abstract

ABSTRACT

KUBOTA, A.M. Effect of serum vitamin, vitamin intake and MTHFR C677T gene
polymorphism on global DNA methylation during pregnancy. 2008. 103f
Dissertation (Master Degree) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

Cobalamin (B12 vitamin) and folic acid are essential nutrients to DNA, methionine
and S-adenosylmethinone (SAM) synthesis. SAM, the main methyl group donator, is
necessary to DNA methylation reactions. Cobalamin and folic acid deficiencies might
implicate SAM concentrations and, moreover, DNA methylation. The objective of this
study was to evaluate the effects of serum vitamin and metabolites, vitamin intake
and MTHFR CG677T genetic polymorphism on global DNA methylation. Blood
samples from 103 pregnant women were collected at gestational age of 16, 28 and
36 weeks. Red blood cell folate levels (RBC fol), and serum concentrations of folate
(Fol), cobalamin, B6 vitamin, homocysteine (tHcy), methionine, methylmalonic acid
(MMA), SAM and S-adenosylhomocysteine (SAH) were evaluated. The MTHFR
C677T polymorphism was detected by PCR-RFLP. A radiolabeled [°H]dCTP
extension assay was used to assess the level of global DNA methylation. Nutrient
intake was assessed by 24 hour dietary recall applied at 16, 28 and 36 weeks of
pregnancy. According to folic acid and/or multivitamins supplementation, women
were classified in four groups: group 1 (50 women with no supplementation); group 2
(14 subjects who took supplements at three gestational ages); group 3 (21 women
which took supplements until 16 weeks of pregnancy) and group 4 (10 subjects that
took supplements at gestational ages of 16 and 28 weeks, but not at 36 weeks).
Global DNA methylation level was lower at 28 weeks compared with 16 or 36
weeks.of pregnancy in women from four studied groups. In the group 1, not only
values of RBC fol; serum concentrations of B6 vitamin, MMA, SAM and creatinine;
vitamin B6 and meat protein intake; gestational age of 36 weeks and MTHFR 677T
allele (CT+TT genotypes) were related to global DNA methylation in these women,
but also interactions between MTHFR 677T allele and RBC fol or serum Fol or SAM;
among serum Fol and B6 vitamin; between creatinine and MMA or vitamin B6 intake;
and among SAM and meat protein intake. The following interactions between: 1 -
lower serum Fol concentration and lower folate intake; 2 - higher serum MMA
concentration and lower B6 vitamin intake; and 3 - gestational age of 36 weeks and
MTHFR 677T allele were associated with higher risk of global DNA hypomethylation
in pregnant women from group 1.

Keywords: DNA methylation. Folate. Cobalamin. MTHFR C677T. Pregnancy
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1 INTRODUCAO

1.1 Folato, Cobalamina e Vitamina B6

O acido fdlico € uma vitamina hidrossoluvel cuja estrutura é constituida por
um anel pteridina ligado ao acido p-aminobenzoéico, e a um ou mais acidos
glutédmicos. O termo folato € utilizado para referéncia a todas as estruturas de acido
folico presentes nos alimentos e no organismo (DONNELY, 2003).

Entre as formas desta vitamina presentes no organismo, duas merecem
destaque: o 5-metiltetrahidrofolato (5-metilTHF), forma predominante no plasma e
cofator para reagdes enzimaticas envolvendo a transferéncia de um grupo metil, na
conversao de homocisteina a metionina; e a forma 5,10 metilenotetraidrofolato, que
participa da conversao do deoxiuridilato (um precursor de RNA) em timidilado (um
precursor de DNA), na reagao catalisada pela timidilato sintase (DONNELY, 2003).

A enzima responsavel pela formagcdo do 5-metiTHF €& a
metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR), cuja alteragdo genética mais estudada é
o polimorfismo C677T. O fendtipo resultante desta mutagao é a produgao de enzima
termolabil, o que acarreta em menor liberacdo de folato para a circulagédo
(DONNELY, 2003).

As necessidades de consumo de folato encontram-se aumentadas durante a
gravidez e a lactancia. Esse aumento é resultante da demanda elevada para a
formacgao de tecidos da placenta , do feto e do recém nascido. Em parte, o aumento
da necessidade durante a lactancia, é devido a presenca de ligantes com alta
afinidade ao folato presentes no leite.Outras condi¢gdes em que o organismo requer
maiores quantidades de folato incluem anemias hemoliticas e neoplasias malignas.
Ademais, pacientes renais submetidos a hemodialise apresentam grande perda de
folato durante o tratamento (DONNELY, 2003).

A caréncia de acido fdlico durante a gestacdo estd relacionada a
complicacbes obstétricas, como a pré-eclampsia, o descolamento prematuro da
placenta e o abortamento espontaneo (ALPERIN et al., 1969; RAY & LASKIN, 1999).
Outros estudos associaram a deficiéncia dessa vitamina a malformacgdes fetais,
como o labio leporino, a fenda palatina, os defeitos do fechamento do tubo neural e
baixo peso ao nascimento (BOWER & STANLEY, 1989; KIRKE et al. 1998;
LAURENCE, 1992).
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O termo cobalamina é utilizado para designar a estrutura de um nucleo
corrina, formado por quatro anéis pirrdlicos, ligado a um atomo central de cobalto. O
atomo de cobalto encontra-se ligado ainda ao 5,5-dimetilbenzoimidazol e a um
radical, que da origem a varias formas de cobalamina: metilcobalamina,
adenosilcobalamina, hidroxicobalamina e cianocobalamina. As duas primeiras
formas atuam como cofatores no organismo, enquanto as demais sado formas
terapéuticas e de consumo alimentar (DONNELY, 2003).

Enquanto a metilcobalamina atua como coenzima na reagao de metilacdo de
homocisteina a metionina, catalisada pela metionina sintase; a adenosilcobalamina
exerce papel importante na reacdo de conversdao de metilmalonilCoA em
succinilCoA, pela acdo da enzima L-metilmalonilCoA mutase na mitocéndria
(SAVAGE et al., 1994).

A deficiéncia de cobalamina esta frequentemente acompanhada por
desordens neurologicas ou psiquicas, tais como alteracbes motoras, perda de
sensibilidade, perda de memodria e desorientacdo; que podem preceder o
aparecimento da anemia megaloblastica (ADAMS et al., 1995; McMULLIN et al.,
2001). A caréncia deste nutriente esta associada ainda a sinais de desmielinizacgao,
geralmente no cordao espinhal, sendo que a falta de cobalamina na dieta da mae
durante a gestacdo pode ser apontada como uma causa severa de retardo na
mielinizagdo do sistema nervoso do feto (LOVBLAD et al., 1997). Além disso,
concentracdes baixas desta vitamina tém sido relacionadas a nao conversao da
homocisteina a metionina, havendo acumulo da primeira no plasma (LINDENBAUM
et al., 1988; LOVBLAD et al., 1997).

As deficiéncias de folato e cobalamina tém sido associadas a complicacoes,
ao maior risco de defeitos de fechamento do tubo neural e outras mas formacoes
durante a gestacdo (ADAMS et al.,, 1995; BOWER & STANLEY, 1989; KIRKE et
al.,1998; LAURENCE, 1992; McMULLIN et al., 2001). Em 1992, o Departamento de
Saude Publica dos EUA, a fim de reduzir esse risco, preconizou que as mulheres em
idade fértil deveriam ingerir 400 pg/dia de folato (PUBLIC HEALTH SERVICE, 1992;
NATIONAL HEALTH AND MEDICAL RESEARCH COUNCIL, 1993). Para as
gestantes foi recomendada a ingestdo diaria de 600 ug dessa vitamina e o uso de
suplementacdo contendo folato com a finalidade de manter concentracbes
sanguineas adequadas desse nutriente (NATIONAL ACADEMIC OF SCIENCE,

1998). A ingestdo diaria recomendada de cobalamina é 2,4 ug para adultos
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saudaveis; 2,6 ug para gestantes e 2,8 pg durante a lactancia (NATIONAL
ACADEMIC OF SCIENCE, 1998)

Diferentemente de outros paises, no Brasil, n&o existe nenhuma
regulamentagdo sobre a suplementagdo de acido félico e cobalamina durante a
gravidez e apenas a suplementagao com ferro é obrigatéria a partir da 202 semana
de gestagdao (BRASIL, 1998). Entretanto, o Projeto Diretrizes realizado pela
Associagcdo Médica Brasileira e pelo Conselho Federal de Medicina, recomenda a
suplementacdo com acido folico pelo menos dois meses antes e nos dois primeiros
meses de gestacdo (AMB & CFM, 2001). Além disso, em 2002, foi aprovado o
regulamento Técnico para fortificagdo das farinhas de trigo e de milho com ferro e
acido félico (Resolugdo RDC N° 344, de 13 de dezembro de 2002), devendo cada
100g desses alimentos fornecerem no minimo 4,2 mg de ferro e 150 pg de acido
félico (BRASIL, 2002). Desde julho de 2004, a fortificagao das farinhas de trigo e de
milho passou a ser obrigatoria neste pais.

A denominagéo quimica da vitamina B6 é piridoxina. Este composto n&o se
liga a proteinas plasmaticas; entretanto, os eritrécitos rapidamente convertem a
piridoxina a fosfato de piridoxal e piridoxal, que é liberado no plasma e liga-se
principalmente a albumina. Esta vitamina atua como cofator em cerca de 60
sistemas enzimaticos diferentes, catalisando uma grande variedade de reagdes. As
fungcdes mais conhecidas da vitamina B6 sdo na conversdo do triptofano a
serotonina; e a via de transformacgao do triptofano a acido nicotinico ribonucléico
(DONNELY, 2003).

As necessidades de piridoxina aumentam durante a gestagdo como resultado
da demanda fetal e indugdo hormonal de enzimas maternas. A deficiéncia dessa
vitamina durante a gravidez foi relacionada a nascimentos de bebés com baixo peso

e que apresentaram teste de Apgar com valores reduzidos (DONNELY, 2006).

1.2 Marcadores da deficiéncia de vitaminas

Na deficiéncia de cobalamina pode ocorrer aumento da concentragao de
homocisteina na célula e hidrélise da 3-metilmalonilCoA acumulada na mitocéndria
em acido metilmalénico (MMA) (WEIR & SCOTT, 1999).

As concentragbes séricas de homocisteina total (tHcy) e MMA séo
indicadores da deficiéncia de cobalamina nos tecidos (DONNELY, 2003; MCMULLIN

et al., 2001), ao contrario das concentragdes séricas de cobalamina que ja
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apresentou varios relatos de valores dentro dos limites de referéncia, em pacientes
com deficiéncia dessa vitamina (DONNELY, 2003).

Varios estudos mostraram correlagdo inversa entre as concentragcbes de
folato (sérico e eritrocitario) e/ou cobalamina e os valores de tHcy; e entre as
concentragdes séricas de cobalamina e MMA em gestantes (GUERRA-SHINOHARA
et al, 2002; GUERRA-SHINOHARA et al, 2004; MCMULLIN et al. ,2001).

Os valores elevados de tHcy sao considerados marcadores de deficiéncia de
folato, cobalamina e/ou vitamina B6, desde que outras causas de elevagao de tHcy
tenham sido excluidas, tais como insuficiéncia renal, polimorfismos nos genes
metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR), metionina sintase (MTR), metionina
sintase redutase (MTRR), carreador de folato reduzido (RFC1), transcobalamina Il
(TC2), etc. J& os valores elevados de MMA s&o considerados marcadores de
deficiéncia de cobalamina, desde que seja descartado previamente a insuficiéncia
renal (ALLEN et al., 1993c; DONNELY, 2003).

A S-adenosilmetionina (SAM) e a S-adenosilhomocisteina (SAH), bem como a
razdao SAM/SAH também sao consideradas marcadores de deficiéncia de folato e/ou
cobalamina (ALLEN et al., 1993c; GUERRA-SHINOHARA et al, 2004; SAVAGE et
al., 1994). Pacientes brasileiros com deficiéncia grave de cobalamina apresentaram
concentragbes elevadas de SAH e menor razdo SAM/SAH, que foram corrigidos
pela administracdo de cianocobalamina via intramuscular (GUERRA-SHINOHARA et
al. 2007).

A SAM e a SAH séao produzidas na via de transmetilagdo e essa producgao
esta relacionada as concentragbes de metionina no soro. A SAM é um potente
doador de grupo metil para cerca de 80% das reagdes celulares. Nas deficiéncias de
folato e/ou cobalamina, observa-se decréscimo da razdo SAM/SAH
(ROTHENBERG, 1999).

Guerra-Shinohara et al. (2004) mostraram em estudo realizado com
parturientes e seus respectivos recém-nascidos no Brasil, que as mulheres
portadoras de menores concentragdes séricas de cobalamina tinham maiores
concentragcdes de tHcy, e menores valores de SAM e SAM/SAH. Além disso, os
neonatos das mulheres com concentracbes reduzidas de cobalamina sérica
apresentaram menores concentragdes valores dessa vitamina e razao SAM/SAH e
concentragbes elevadas de tHcy quando comparados aos demais neonatos
(GUERRA-SHINOHARA et al.,, 2004). Possivelmente, a deficiéncia materna de
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cobalamina é capaz de interferir no metabolismo do recém-nascido, além de
acarretar alteragdes no metabolismo materno.

1.3 Papel do folato e cobalamina na metilagdo do DNA

A cobalamina e o acido félico sdo nutrientes essenciais para sintese de DNA,
metionina e SAM. Por sua vez, a SAM é uma potente doadora de grupo metil
necessario nas reacdes de metilacdo, tais como na sintese de creatina,
fosfatidilcolina, mielina, metilacdo do DNA e de neurotransmissores (CLARKE &
BANFIELD, 2001).

O folato e a cobalamina tém papel fundamental no metabolismo e fungao do
DNA, por estarem envolvidos na metilagdo da citosina e regulagdo da expressao
génica e na sintese e reparo do DNA. Tanto o 5-metiltetrahidrofolato como a
cobalamina (vitamina B12) sdo necessarios para a conversdao da homocisteina a
metionina através da metionina sintase; por sua vez, a metionina € metabolizada a
SAM. Limitagcdes desses nutrientes podem, portanto, comprometer a metilacdo da
citosina (DUTHIE et al., 2004) (Figura 1).
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Figura 1. Participacao do folato, da cobalamina e da vitamina B6 na via de transmetilagéo - Adaptado
de Herrmann et al. (2000).

Cbl: cobalamina; SAM: S-adenosilmetionina; SAH: S-adenosilhomocisteina; HCY= homocisteina;
CYS: cistationina; a-KBT: alfa cetobutirato; PRP-CoA: propionil CoA; MMA: acido metilmalénico; D-
MM-CoA: D-metilmalonil CoA; L-MM-CoA: L-metilmalonil CoA; SUC-CoA: Succinil CoA; THF:
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tetraidrofolato; 5-MTHF: 5-metiltetraidrofolato; 5,10-MTHF: 5,10-metilenotetraidrofolato; AA:
aminoacidos; AG: acidos graxos; 1 — metionina sintase; 2 - serina hidroxi metiltransferase; 3 —
Metilenotetraidrofolato redutase; 4 — cistationina B-sintase; 5 — cistationase; 6 — L-metilmalonil CoA
mutase

Em estudo realizado por Guerra-Shinohara et al. (2002), gestantes com
valores séricos reduzidos de cobalamina geraram recém-nascidos com menores
valores desta vitamina e tHcy significativamente maiores quando comparados aos
demais neonatos. Dados publicados em 2004 em outro estudo conduzido por esse
grupo demonstraram que: em gestantes com baixos valores de cobalamina (<102
pmol/L), os valores do S-adenosilhomomocisteina (SAH) observados estavam
elevados e os valores de S-adenosilmetionina (SAM) e metionina estavam
diminuidos. As razées SAM/SAH materna e neonatal estavam reduzidas nas

gestantes com menores valores de cobalamina e em seus recém nascidos.

1.3 Importancia da metilacdo do DNA

Avangos no sequenciamento do genoma de diversas espécies nas ultimas
duas décadas geraram muito otimismo na comunidade cientifica. Nesse mesmo
periodo, entretanto, tornou-se evidente que o simples conhecimento da sequéncia
de DNA nao seria suficiente para responder a diversas questdes importantes que
surgiriam. Dentre os fatores que dificultariam o esclarecimento da biologia molecular
encontra-se o fato de que os cromossomos estdo sujeitos a modificagdes
epigenéticas: alteragbes hereditarias, porém reversiveis que podem afetar a
conformacgao espacial do DNA e a atividade transcricional, sem, contudo, mudar sua
sequéncia de bases. As modificagdes epigenéticas conhecidas incluem metilagao da
citosina e varias mudancas de proteinas associadas a cromatina, como a metilagao
e acetilacédo de histonas (LI, 2002).

O desenvolvimento de qualquer organismo requer uma série de restricbes
progressivas que tém por consequéncia a diferenciagao celular. Em mamiferos, a
adicao covalente de um grupo metil na posi¢cao 5 da base citosina em dinucleotideos
CpG esta relacionada com a fungao regulatéria da expresséo génica (ROBERTSON
& WOLFFE, 2000; LI 2002). No genoma de vertebrados existem as chamadas ilhas
CpG, que geralmente contém um promotor ou outra sequéncia regulatéria para

ativar a transcrigdo de um gene, e podem sofrer metilacado (BIRD & WOLFFE, 1999).
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Nesse processo, estdo envolvidas enzimas denominadas DNA
metiltransferases (Dnmt) classificadas em trés grupos de Dnmt: Dnmt1, responsavel
pela manutencdo do padrdo de metilagdo (utilizando um molde dessa informagao
para as fitas de DNA geradas na replicagdo celular); Dnmt2 (fun¢do in vivo ainda
nao comprovada); e familia das Dnmt3, responsaveis preferencialmente pela de
novo metilagao (estabelecimento de um estado de metilagao). A metilagdo do DNA é
um mecanismo importante no desenvolvimento embrionario. Em modelos animais,
com nocaute dos genes das DNA metiltransferases, com exce¢do da Dnmt2,

ocorreram anomalias graves de desenvolvimento (DEAN et al., 2005).

A metilaggo do DNA atua restringindo a transcricdo através de dois
mecanismos:
I. Impedindo a ligacdo de elementos fundamentais ou fatores de transcri¢ao:
A maioria de fatores de transcricdo, em mamiferos, possui sitios de
ligacdo ricos em CG o que permite o reconhecimento no DNA dos
dinucleotideos CpG e cuja interagao fica comprometida no DNA metilado
(BIRD & WOLFFE 1999; BOYES & BIRD 1992) — Figura 2;
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Figura 2 — Mecanismo de inibicdo da expressao génica pela metilacdo do DNA por impedimento da
ligacao do fator de transcrigéo.

TF: fator de transcrigdo; MeCP-1: proteina ligadora de dominio metil 1

A meCP-1 interage fracamente com a citosina metilada. (A): Quando muitos grupos metil estao
concentrados em um local da molécula, a soma das interagées da origem a uma ligacdo forte o
bastante que impede o acesso de fatores de transcri¢gdo. (B): Inversamente, na presenca de poucos
desses grupos, fatores de transcricdo com alta afinidade pela regido podem deslocar a proteina.
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Il. Ligacdo de “proteinas ligadoras de dominio metil” (MBDs) ao DNA
metilado: Destas, a MBD1 e a “proteina ligadora de metil CpG” (MeCP)
contém dominios de repressdo transcricional que agem via histona
deacetilases (provocam deacetilacdo de histonas, resultando no
remodelamento da cromatina numa estrutura mais condensada,
impedindo a transcricdo) (BIRD & WOLFFE, 1999; RODENHISER &
MANN, 2006) — Figura 3;
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Figura 3 — Mecanismo de inibicdo da expressdo génica pela metilacdo do DNA por ligacédo de
proteinas ligadoras ao dominio metil - Adaptado de Rodenhiser e Mann (2006)

DNMT: DNA metil transferase

Circulos vermelhos e brancos: citosina metilada ou ndo, respectivamente. (A) Esquema de
modificagdes epigenéticas: a fita de DNA envolve octdmeros de histonas. Podem ocorrer
modificagdes de histona sitio especificas por acetilagdo, metilagéo e fosforilacao e metilacdo do DNA
catalisada por DNMts. (B) Genes sdo expressos ou nao quando a cromatina estd menos ou mais
condensada.
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A metilacdo do DNA é responsavel pelo imprinting genémico: ao contrario dos
genes mendelianos, nesse caso, a expressao génica € dependente da origem
paterna ou materna, sendo inibida a expressdo de um determinado alelo por
metilacdo do DNA conforme o gene em questdo. E bem conhecido o fato de que
erros na sequéncia de genes regulatérios e codificadores podem resultar em
doencas. Da mesma forma, alteragcdes epigenéticas que alteram a estrutura da
cromatina ou a metilacdo do DNA, sem alterar o cdédigo de leitura, também podem
gerar estados patolégicos. A perda de regulagcdo da expressdo génica e o0s
mecanismos de silenciamento estao relacionados a um amplo espectro de doencas
e ou sindromes. Alteragdes epigenéticas podem ainda desempenhar importante
papel no desenvolvimento de céncer através da hipometilagdo de genes do ciclo
celular (aumento da replicagdo) ou hipermetilacdo de genes supressores de tumores
(inibicao destes) (DEAN et al., 2005).

Alguns estudos caso-controle associaram alteragdes na taxa de metilagéo
global do DNA com condigbes patoldgicas em humanos (JOHANNING et al., 2002;
GELI et al., 2008; HSIUNG et al., 2007; SHARMA et al., 2008).

Em estudo realizado com fumantes, Johanning et al. (2002) avaliaram a taxa
de metilacdo global no DNA do tecido pulmonar de 60 individuos com carcinoma de
células escamosas (CCE) e 30 individuos saudaveis escolhidos aleatoriamente.
Neste estudo nao foram observadas diferengas entre as taxas de metilacdo global
em células epiteliais normais e células epiteliais adjacentes ao CCE (p = 0,67), ou
entre tecidos hiperplasicos e células epiteliais adjacentes ao CCE (p = 0,49). Nas
lesdes hiperplasicas de tecidos nao cancerigenos, entretanto, foi verificada maior
taxa de metilagao global do DNA comparadas as lesdes hiperplasicas adjacentes ao
CCE (p = 0,02). Foi observada diferenga ainda entre as taxas de metilagdo do DNA
de tecido epitelial hiperplasico e CCE (p = 0,01); e entre células epiteliais adjacentes
ao CCE e células do carcinoma (p < 0,001) (JOHANNING et al., 2002).

Geli et al. (2008) avaliaram a taxa de metilagdo global em 53 tumores de
pacientes suecos: 43 feocromocitomas primarios (37 benignos e 6 malignos), dez
paragangliomas primarios (5 benignos e 5 malignos). Como controles, foram feitas
determinagdes em DNA de medula adrenal normal de individuos caucasianos (50 a

76 anos de idade) sem histérico médico de neoplasias e que haviam falecido devido
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a causas nao cancerigenas. Nesse estudo, os pesquisadores observaram
hipometilagdo do DNA nos tumores quando comparados aos controles (p < 0,02)
(GELI et al., 2008).

Em estudo realizado nos Estados Unidos por Hsiung et al. (2007), com 278
pacientes portadores de carcinoma de células escamosas na cabeca e no pescogo e
526 individuos saudaveis, foi observado que os portadores de menor taxa de
metilacdo global do DNA apresentavam 1,6 vezes maior risco (intervalo de confianga
1,1 - 2,4) de apresentar o carcinoma.

Alteracbes na taxa de metilagdo global do DNA foram também observadas em
pacientes com doencga coronariana em estudo de caso-controle (137 casos e 150
controles) na india. Os pacientes apresentaram maior taxa de metilacdo do DNA
guando comparados aos individuos controles (p < 0,05) (SHARMA et al.,2008).

1.4 Efeito da ingestdo de folato e cobalamina na metilacdo do DNA

Varios estudos demonstraram a associagao entre a deficiéncia de ingestédo de
folato e a hipometilagdo do DNA, porém a maioria destes estudos foi realizada em
modelos animais e nos poucos estudos realizados em humanos, os resultados foram
conflitantes. Em estudo realizado na Florida (EUA) com 33 mulheres idosas (idade
entre 60 e 85 anos), submetidas a dieta com baixas quantidades de folato (118 + 25
Mg/dia) durante 7 semanas, foi observada hipometilagdo do DNA em relagdo aos
valores iniciais. Entretanto, ndo foram verificadas modificagcbes na metilagao global
do DNA apds a ingestéo, durante 7 semanas, de dieta com maiores quantidades de
acido folico (200 a 400 ug/dia, dependendo do grupo ao qual a mulher pertencia)
(RAMPERSAUD et al., 2000).

Um protocolo semelhante foi utilizado no estudo de Shelnutt et al. (2004) com
41 jovens americanas (20 a 30 anos de idade), que foram submetidas a dieta restrita
em folato (115 + 20 pg/dia) durante 7 semanas, seguida de dieta com maior
quantidade de folato (400 ug/dia) durante 7 semanas. Apesar de nao ter havido
alteragcbes na taxa de metilacdo global do DNA apods a ingestado da dieta pobre em
folato, foi verificado aumento da taxa de metilagcdo do DNA apéds o uso de dieta rica
nessa vitamina.

Em outro estudo realizado com dez mulheres (49 a 63 anos de idade),

também nos Estados Unidos, foi observada hipometilagcdo do DNA apés o 692 dia de
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ingestdao da dieta com baixa quantidade de folato, esta foi corrigida ao final do
estudo, apos a ingestdo de dieta com maiores quantidades dessa vitamina. No
protocolo utilizado neste estudo, as mulheres foram submetidas a dietas contendo
quantidades limitadas de folato: 56 pg/dia por 5 semanas, seguidas por 111 pg/dia
por 4 semanas e 258-516 ug/dia durante 4 semanas (JACOB et al., 1998).

Em estudo realizado por Fenech et al. (1998), com australianos jovens (49
homens e 57 mulheres), ndo foram encontradas alteragdes nas taxas de metilagao
global do DNA apds uso de placebo ou suplemento contendo acido félico (700
pg/dia) e vitamina B12 (7 pg/dia). Também nao foram encontradas modificagbes na
taxa de metilagao global do DNA em mulheres caucasianas e afro-americanas apos
ingestdo durante 7 semanas a dieta com baixa quantidade de folato (135 ug/dia),
seguidas por dieta com excesso de folato durante 7 semanas (400 ou 800 pg/dia) no

estudo realizado por Axume et al. (2007a).

1.5 Efeito do polimorfismo C677T no gene da MTHFR e a metilagdo do DNA

Alguns estudos encontraram associagao entre a variante T do polimorfismo
MTHFR C677T e reducao na taxa de metilagéo (FRISO et al., 2002; CASTRO et al.,
2004; AXUME et al.,, 2007b). Essa associagcdo entretanto, n&do foi mostrada no
estudo realizado por Narayanan et al. (2004).

Em estudo realizado em Portugal, do qual participaram 96 individuos
saudaveis (59 homens e 37 mulheres) com idades entre 20 e 69 anos, os individuos
que com gendtipo TT para o polimorfismo MTHFR C677T apresentaram menores
taxas de metilagdo no DNA quando comparados aos individuos com genétipo CC
(CASTRO et al., 2004).

Em estudo realizado no norte da Italia com 292 pacientes cardiovasculares,
os portadores de gendtipo TT também apresentaram menor taxa de metilagdo do
DNA que os individuos com gendétipo CC. Neste estudo foi verificada ainda interagao
entre a concentragdo de folato sérico e o gendtipo para o polimorfismo MTHFR
C677T: os individuos com menores concentracdes de folato sérico e com gendtipo
TT apresentaram menores taxas de metilacdo do DNA em relacdo aos individuos
com genotipo CC e menores concentragdes de folato (FRISO et al., 2002).

Axume et al. (2007b) estudaram o efeito do polimorfismo C677T no gene da

MTHFR e da ingestao de folato em 43 mulheres mexicanas jovens (18 a 45 anos de
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idade). As participantes foram submetidas a dieta restrita em folato (135 ug/dia)
durante 7 semanas, seguidas por 7 semanas de dieta com excesso dessa vitamina
(400 ou 800 ug/dia). A taxa de metilagdo global do DNA foi determinada no inicio do
estudo, na semana 7 e ao final do estudo (semana 14). Ao final do estudo, as
mulheres com gendtipo TT apresentaram hipometilagdo do DNA em relagéo as
mulheres com gendtipos CT e CC, o que sugere uma interacdo entre o gendtipo
para o polimorfismo C677T no gene da MTHFR e tempo de resposta para o
consumo de folato. Neste estudo, os pesquisadores sugeriram a hipétese de haver
uma demora para a alteracdo da variavel resposta (taxa de metilagdo global do
DNA) com relagao ao periodo em que foi ingerida a dieta restrita em folato (AXUME
et al., 2007b).

O efeito do polimorfismo MTHFR C677T na metilagdo global do DNA foi
analisado ainda por Narayanan et al. (2004), em estudo realizado na Escécia com
199 individuos; mas nao foram encontradas associagcbes entre o polimorfismo

estudado e a metilagdo do DNA.

Métodos que avaliam a taxa de metilacdo global do DNA

Existem varios métodos que permitem analisar o conteudo de 5-metilcitosina
no DNA gendmico. Alguns métodos utilizam reacdo com bissulfito de sdédio,
composto que provoca a deaminacao da citosina formando uracila, enquanto a 5-
metilcitosina permanece inalterada (YANG et al., 2004; WEISENBERG et al., 2005).
Em outros métodos, o DNA pode ser digerido e o conteudo de 5-metilcitosina é
quantificado por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) ou cromatografia
liquida / espectrometria de massa (ZAMBONIN & PALMISANO, 1999). A taxa de
metilagado global do DNA também pode ser avaliada utilizando restricdo enzimatica
seguida por reacéo de extensao (POGRIBNY et al., 1999; KARIMA et al., 2006).

Nos métodos que utilizam reacdo com bissulfito de sodio, as amostras sao
depois submetidas a amplificagcédo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de
elementos repetitivos do DNA, que normalmente encontram-se metilados. A taxa de
metilacdo do DNA pode, em seguida, ser quantificada no produto da PCR por
restricdo enzimatica e sistema de eletroforese capilar, ou por sequenciamento
(YANG et al., 2004). A taxa de metilagcado do DNA pode ainda ser quantificada, apos

reagcao com bissulfito de sédio, por PCR em tempo real de elementos repetitivos do
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DNA (WEISENBERG et al., 2005). Os elementos repetitivos compreendem cerca de
45% do genoma humano e estima-se que mais de um tergco da metilagdo do DNA
ocorra nesses elementos. Dessa forma, a analise da metilagdo dessas sequéncias
pode ser utilizada como parametro para avaliar a taxa de metilagdo global do DNA
(YANG et al.,, 2004; WEISENBERG et al., 2005). Uma vez que as amostras sao
submetidas a amplificagdo por PCR, estes métodos apresentam a vantagem de
requerer pequenas quantidades de DNA para a analise.

Na técnica desenvolvida por Zambonini & Palmisano (1999), as bases
nitrogenadas das amostras de DNA sao submetidas a separagéo por cromotagrafia
liquida, seguida por deteccdo e quantificacdo em espectrdmetro de massa. Esta
técnica é rapida, requer pouca quantidade de amostra, e € extremamente especifica
e sensivel, mas pode ser aplicada apenas para amostras bioldgicas liquidas.

Outros métodos utilizam enzimas de restricdio com especificidade para
citosinas ndo metiladas. Na técnica desenvolvida por Pogribny et al. (1999), as
amostras sao digeridas com Hpall, enzima que possui atividade em sequéncias 5’
...CCGG... 3’ ndo metiladas, e que deixa uma guanina livre na extremidade 5’ do
fragmento digerido; em seguida é realizada uma reagdo de extensao com citosina
marcada com tricio e a quantificagdo da radioatividade incorporada pela amostra.
Neste método, a quantificacdo da taxa de metilagdo global do DNA é inversamente
proporcional aos resultados obtidos.

Na técnica denominada LUMA (Luminometric Methylation Assay),
desenvolvida por Karimi et al. (2006), as amostras sdo submetidas a digestdo com
Hpall (metilagdo especifica) e o isbmero desta enzima Mspl (metilagao inespecifica);
seguida de reacdo de extensdo na plataforma de pirosequenciamento. Embora
sensiveis e adequados para avaliagdo da taxa de metilagcdo global do DNA em
tecidos e culturas celulares diversos, os métodos que utilizam enzimas de restrigao
metilacdo especificas, apresentam as desvantagens de requerer quantidades

relativamente grandes de amostras de DNA e serem trabalhosos.
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2 OBJETIVOS

e Avaliar a taxa de metilagdo global no DNA de mulheres nas idades

gestacionais de 16, 28 e 36 semanas;

e Avaliar se as variaveis independentes: concentragdao de vitaminas (sangue e
dieta), de metabdlitos (no soro) e o polimorfismo MTHFR C677T estao
associadas, de modo isolado ou na forma de interagdes, com as alteragdes

na taxa de metilagdo do DNA (variavel dependente);

e Analisar quais sdo os fatores de predicdo para hipometilagdo no DNA
(variavel dependente) considerando como variaveis independentes os valores
das vitaminas e dos metabdlitos no sangue e as concentragdes das vitaminas
na dieta; e genodtipos para o polimorfismo MTHFR C677T.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Casuistica

Durante o periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2006, foram convidadas
a participar deste estudo as gestantes que procuraram atendimento pré-natal do
Centro de Saude-Escola “Dr. Samuel Barnsley Pessoa” da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo, Centro de Saude “Dr. Paulo de Barros Franga” e
Centro de Saude “Engenheiro Guilherme Henrique Pinto Coelho”. Das mulheres
contatadas, 183 aceitaram participar do projeto e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido em duas vias, ficando com uma delas (Anexo 1).

Para completar o protocolo, era necessaria a obtencdo de amostras
sanguineas nas trés idades gestacionais preconizadas (16, 28 e 36 semanas); o que
nao foi possivel para 44% das participantes. Assim sendo, apenas 103 gestantes
finalizaram o protocolo.

Os resultados das analises hematoldgicas, bioquimicas e concentragdes das
vitaminas no sangue foram enviados aos respectivos Centros de Saude, para
arquivamento junto ao prontuario da gestante, possibilitando intervengdo médica.

Este projeto de pesquisa foi submetido como adendo ao Projeto de Pesquisa
intitulado  “Avaliacdo nutricional, bioquimica e molecular relacionadas ao
metabolismo da cobalamina durante o processo gestacional”’, e foi aprovado pelos
Comités de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF-USP)
e da Secretaria Municipal da Saude (CEPSMS) e pela Comiss&o Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP) (Anexo 2).

Critérios de incluséo e exclusédo

Foram incluidas mulheres maiores de 18 anos que aceitaram participar do
estudo e apresentavam idade gestacional até 16 semanas. As gestantes que faziam
uso de medicamentos capazes de interferir no metabolismo do folato, tais como
barbituricos, litio, valproato de sodio e acido folinico; as que apresentavam doencgas
metabdlicas (diabetes, hipertensao, etc.), neoplasias, doengas crdnicas e alteracdes
renais ou hepaticas; e as mulheres cujos fetos que apresentavam mas-formacdes

detectaveis durante a gestacao ou no parto, foram excluidas do projeto.
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3.2 Métodos laboratoriais

3.2.1 Avaliagdo antropomeétrica

As participantes foram pesadas em balangas com precisdo de 100 g e tiveram
a altura medida em estadiébmetro. O indice de massa corporal (IMC) foi obtido pela

razao do peso (kg) pela altura (m) ao quadrado (FAO, 1994).

3.2.2 Avaliacdo do Consumo Alimentar

Foi aplicado um inquérito recordatério de 24 horas (IR24h) para cada
participante a cada coleta sanguinea (16, 28 e 36 semanas de gestacao). O banco
de dados dos nutrientes foi organizado com informagdes do Ministério da Agricultura
dos EUA com dados adicionais de composicdo quimica de alimentos compilados da
Tabela de Composigao de Alimentos da Fundacéo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE).

As analises nutricionais dos dados provenientes dos IRs24h foram realizadas
utilizando o programa World Food Dietary Assessment (WFOOD 2.0). A dieta
habitual durante o periodo gestacional foi considerada a média dos nutrientes

calculada com os dados obtidos nos trés IR24h.

3.2.3 Amostras bioldgicas

Nas idades gestacionais de 16, 28 e 36 semanas, foram colhidos 20 mL de
sangue por meio de punc¢ao venosa estando a gestante em jejum de pelo menos 10
horas. Foram utilizados dois tubos (de 5 mL cada) contendo anticoagulante (Ks
EDTA, 0,15 mg/mL), e um tubo seco (de 10 mL) para a obtenc¢ao do soro.

As amostras colhidas foram preservadas em caixa de isopor contendo gelo e
foram processadas no maximo uma hora apdés a coleta. O soro obtido por
centrifugagcdo da amostra sanguinea contida no tubo sem anticoagulante foi
armazenado imediatamente a —20° C e, em seguida, a —80° C.

Um dos tubos contendo K3z EDTA foi usado para realizagdo do hemograma e

para determinagcdo do folato eritrocitario, enquanto o outro foi mantido fechado e
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armazenado a 4-8° C para extracdo do DNA gendmico que foi utilizado nas
determinagdes da taxa de incorporagdo de [°’H]JdCTP no DNA e polimorfismo C677T
no gene da MTHFR.

As dosagens séricas de folato, cobalamina, vitamina B6, homocisteina total
(tHcy), metionina, acido metilmalénico (MMA), S-adenosilmetionina (SAM) e S-
adenosilhomocisteina (SAH) foram realizadas utilizando as aliquotas de soro
preservadas a —-80° C, no maximo 1 ano apos a coleta. Os valores dessas
determinagdes, bem como das concentragdes de folato eritrocitario, foram utilizados
com a finalidade de avaliar a relacdo desses compostos com a taxa de metilagao
global do DNA.

As concentragdbes MMA, tHcy e a razdo SAM/SAH s&o consideradas
marcadores de deficiéncia de folato e/ou cobalamina (ALLEN et al., 1993c; SAVAGE
et al., 1994; GUERRA-SHINOHARA et al., 2004). Na insuficiéncia renal podem ser
encontradas concentragdes elevadas de tHcy e MMA e menores razbées SAM/SAH
(LOEHRER et al., 1998). Ja a lesdo hepatica, avaliada pelo aumento das atividades
das transaminases, pode levar ao aumento das concentragcdes séricas de
cobalamina, mascarando a presenca de uma deficiéncia pré-existente dessa
vitamina. Para eliminar possiveis variaveis de confusdo, foram excluidas as
gestantes com alteragbes hepaticas e/ou renais. Dessa forma, foram determinadas,
no mesmo dia da coleta sanguinea, as concentragbes de creatinina e a atividade
das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) no
soro das participantes em todas as idades gestacionais.

Por ndo existirem valores de referéncias especificos para gestantes, foram
adotados os valores de referéncia para mulheres (ALT: 9 a 36 U/L; AST: 10 a 31
U/L; e creatinina: 0,4 a 1,3 mg/dL), como critério para inclusdo e continuidade no

estudo.

3.2.4 Determinac6es Hematoldgicas e Bioquimicas

O hemograma foi realizado no contador eletrénico Cell-Dyn (Abbott
Laboratérios, lllinois, EUA), que emprega método colorimétrico para a dosagem de
hemoglobina, dispde de citometria de fluxo para a contagem total e diferencial de
leucécitos, e apresenta dois canais de impedancia elétrica para a contagem e

determinacao do volume de hemacias e plaquetas.
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As determinagdes das concentragdes séricas das proteinas totais e albumina
foram realizadas por método colorimétrico (WEICHSELBAUM, 1946; DOUMAS &
BIGGS, 1972, respectivamente). A creatinina sérica foi analisada por método
enzimatico-colorimétrico (JAFFE, 1886) e a concentracdo sérica de uréia foi
determinada por método cinético (ROCH-RAMEL, 1967). A atividade das enzimas
AST e ALT foi determinada por método enzimatico (International Federation of
Clinical Chemistry — IFCCa e IFCCb, respectivamente). Para as dosagens
bioquimicas foram utilizados kits especificos em equipamento automatizado Advia
1650®° BAYER (BAYER Healthcare, divisdo da BAYER S.A., Sdo Paulo, Brasil).

As determinacbes hematoldgicas e bioquimicas foram realizadas no Servigo
de Laboratério Clinico do Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo
(HU/USP), o qual participa do Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ)
da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC). Além disso, rotineiramente séo
utilizados soros controle com concentragdes dentro e fora da faixa de referéncia dos
analitos (Assayed Chemistry 1 e Assayed Chemistry 2) disponibilizados pela Bayer
Healthcare (divisdo da BAYER S.A., Sdo Paulo, Brasil).

3.2.5 Determinagdes das concentragdes de Cobalamina, Folato e vitamina B6

As concentragdes de cobalamina sérica (KUBASIK et al.,, 1980) e folato
eritrocitario (BROWN et al., 1982) foram determinadas utilizando “kits” IMMULITE®
(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, EUA) em equipamento automatizado
por método competitivo quimioluminescente apods preparo manual da amostra
(diluicdo e desnaturagao proteica em banho de fervura). Por sua vez, os valores de
folato sérico foram determinados empregando “kit” IMMULITE® 2000 (Diagnostic
Products Corporation, Los Angeles, EUA) em equipamento totalmente automatizado
por método imunoenzimatico (BROWN et al., 1982). Essas determinagdes foram
feitas no Servigo de Laboratério Clinico do HU/USP. A cada ensaio foram utilizados
soros controle com concentracdes alta, média e baixa de cobalamina e acido félico
(DPC Controls for Immulite Immunoassay System CONG6 Multivalent Control Module)
fornecidos pela Diagnostic Products Corporation (Los Angeles, EUA).

A dosagem de vitamina B6 sérica foi realizada utilizando o método proposto
por SHARMA & DAKSHINAMURTI (1992) para aplicagdo em HPLC com detecgao
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ultravioleta (UV) eluigao isocrastica. As determinagbes das concentracbes dessa
vitamina foram realizadas no Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo da Escola
Paulista de Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo, sob responsabilidade
da Profa. Dra. Vania D’Almeida.

3.2.6 Determinac¢fes dos metabdlitos do metabolismo da Homocisteina

As determinagbes da homocisteina total, acido metilmalénico, S-
adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteina (SAH) e metionina, foram
realizadas no Laboratério do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade do
Colorado (Denver, EUA), pela equipe da Profa. Dra. Sally P. Stabler e do Prof. Dr.
Robert H. Allen; com emprego de métodos patenteados que utilizam a cromatografia
liguida e gasosal/espectrometria de massa com padrao interno de isétopo estavel
(STABLER et al., 1986; ALLEN et al., 1993a; ALLEN et al., 1993b; STABLER;
ALLEN, 2004).

3.2.7 Extracdo do DNA gendmico

O DNA gendmico foi extraido dos leucécitos do sangue periférico utilizando
método de precipitacdo salina desenvolvido por Salazar et al. (1998).
Resumidamente, as amostras sanguineas foram submetidas a lise celular com
tampao Tris 1 [Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), KCI 10 mL, MgCI2 10 mM, EDTA 2 mM]
contendo Triton X-100 2,5%. As amostras foram lavadas com tampao Tris 1 e
tratadas com tampéao Tris 2 [Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), KCI 10 mL, MgCI2 10 mM,
EDTA 2 mM, NaCl 0,4 M] contendo 1% de Dodecil Sulfato de Sodio para ruptura da
membrana nuclear. As proteinas celulares foram removidas por precipitagao salina
pela adicao de NaCl 5 M. O DNA presente no sobrenadante foi isolado e purificado
por precipitacdo com a adicdo de etanol absoluto. As amostras foram lavadas com
etanol 70% e o DNA obtido foi ressuspendido em tampao TE pH 8,0 (Tris-HCI 10
mM e EDTA 2 mM). As amostras de DNA foram armazenadas a -20° C.

Para a avaliagédo da integridade das amostras de DNA extraidas, foi realizada
eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao TBE [Tris-HCI 90 mM, HBO3; 90
mM, EDTA 2 mM (pH 8,0)] (SAMBROOK; RUSSEL, 2001a). A separagao
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eletroforética foi realizada durante 30 minutos, a 100 V, 60 mA, em cuba de
eletroforese submersa (Gibco BRL, Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD, EUA)
empregando fonte EPS 301 (Amershan-Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). O gel
foi corado com brometo de etideo (0,5 mg/mL) e as bandas foram visualizadas sob
luz UV, tendo por referéncia um marcador de tamanho molecular de DNA de 100
pares de base (pb) (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia) (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001b). O sistema de captura de imagens Chemilmager™ 4400 (v.5.5),
que integra o sistema de digitalizacdo de imagens Multiimage™ Light Cabinet
(Alphalnnotech, San Leandro, CA, EUA), composto de uma camara digital de 8 bits
acoplada a uma camara escura, foi utilizado para fotodocumentagao do gel.

A quantificagdo das amostras de DNA foi realizada por espectrometria a 260
nm em equipamento NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington,
EUA). Por sua vez, a pureza das amostras de DNA foi determinada pela relagao
Aoeonm / A2gonm (SAMBROOK; RUSSEL, 2001b).

3.2.8 Determinacao do grau de metilacdo global do DNA

Para a determinacdo da taxa de metilagdo global do DNA foi utilizado o
método que utiliza a reacdo de extensao com deoxicitina trifosfato marcada com
tricio ([*H]dCTP], descrito por Pogribny et al. (1999), com algumas adaptacdes. Este
método foi escolhido considerando o tipo de amostra de DNA do presente estudo e a
disponibilidade de equipamentos para a realizacdo dos ensaios.

Aliquotas de 0,5 ng do DNA genémico foram incubadas a 37°C durante 18
horas na presenca e auséncia da enzima de restricdo Hpall (20U) (New England
Biolabs Inc., Ipswich, EUA). Esta enzima possui especificidade para citosinas nao
metiladas em sequéncias 5 ..CCGG... 3’ e, apos acdo da mesma, obtém-se
fragmentos de DNA contendo uma guanina livre na extremidade 5 (MANN & SMITH,
1977).

Para cada amostra de DNA, portanto, foram obtidos fragmentos digeridos e
fragmentos n&o digeridos (branco de reagao) pela Hpall, os quais foram utilizados
na reagdo de extensdo a 56°C por 1 h utilizando 0,1 pCi de [°H]dCTP (GE
Healthcare UK Limited, Buckinghanshire, Reino Unido) e 1 U de Tagq DNA
Polimerase (Biotools B&M Labs, Madri, Espanha).
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Em seguida, aliquotas de 10 uL de cada reagdo foram aplicadas, em
duplicata, em membrana de troca idnica Whatman DE-81® (Whatman International
Ltd., Maidstone England, Inglaterra). Apés a secagem, a temperatura ambiente, as
membranas foram lavadas trés vezes, por imersdo em solugao tampéao fosfato 0,5 M
(pH 7,0) e secas em estufa a 60°C.

Por ultimo, a membrana foi acondicionada em um envelope plastico (Wallac
Oy, Thermo Labsystems Oy, Helsink, Finlandia), adicionou-se 10 mL de liquido de
cintilagdo biodegradavel (Betaplate Scint) (Wallac Oy, Turku, Finlandia) e as
contagens de radioatividade em desintegragdes por minuto (dpm) foram feitas em
contador beta (Betaplate 1205%) (PerkinElmer Life and Analytical Science, Shelton,
EUA).

As reacgbes foram realizadas em duplicata e a taxa de metilagdo global do
DNA foi obtida pela média da diferengca de contagem entre o DNA digerido e nao
digerido pela Hpall. Os resultados foram expressos como taxa de incorporacao de
[°H]dCTP (dpm) /0,5 ng de DNA. Uma vez que a enzima de restrigdo utilizada nédo
possui atividade em sequéncias CCGG contendo citosinas metiladas, a incorporacao
do radiois6topo € inversamente proporcional a taxa de metilagdo das amostras de
DNA.

A Figura 4 apresenta um esquema resumido da técnica utilizada para

determinagao da metilagdo global (incorporacao de [?H]JdCTP no DNA).

Todas as amostras foram analisadas por reagdes em duplicata e duplicata da
contagem de radiagdo para cada reagdo. A cada conjunto de reagoes, foi repetida
uma mesma amostra de acompanhamento (o coeficiente de variagao inter ensaio foi
20,1% e a média do intra ensaio foi 11,3%). O controle negativo dos ensaios foi
realizado em tubo contendo todos os reagentes e submetido as mesmas condi¢des
de reagdes, porém sem adicdo de amostra. Além disso, as analises foram repetidas
aleatoriamente para 30% das amostras do estudo.

Os resultados apresentados correspondem a quantidade de radiagcado beta
emitida e foram expressos como taxa de incorporagéo de [°H]dCTP (dpm)/ 0,5 nug de
DNA. O método utilizado avalia, de maneira indireta, a taxa de metilagcdo do DNA, de
modo que, quanto maior a taxa de incorporacéo de [°PH]JdCTP no DNA, menor a taxa

de metilacao global do DNA na amostra estudada.
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Aplicacdo de 10
pL na membrana
Whatman DE-81

Aplicagdo de 10
pL na membrana
Whatman DE-81

Aplicagdo de 10
pL na membrana
Whatman DE-81

Aplicacédo de 10
pL na membrana
Whatman DE-81

Lavagem c/
tampéo fosfato
(3x) e secagem
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tampéo fosfato
(3x) e secagem

Lavagem c/
tampéo fosfato
(3x) e secagem

Lavagem c/
tampao fosfato
(3x) e secagem

Adicdo de liquido
de cintilagéo e
contagem da
radiacdo beta

Adicdo de liquido
de cintilagéo e
contagem da
radiacdo beta

Adicdo de liquido
de cintilagéo e
contagem da
radiacdo beta

Adicdo de liquido
de cintilacéo e
contagem da
radiacdo beta
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O mesmo procedimento é realizado para a duplicata da amostra. Totalizando 8 contagens de
radiacdo beta (4 para a amostra tratada com a enzima de restricdo Hpall e 4 para a amostra sem
tratamento com a enzima). O resultado, expresso em incorporagéo de [3H]dCTP (dpm/0,5 ng de
DNA), sera calculado pela média da diferenca entre as 4 contagens de radiagdo beta para a amostra
com tratamento pela enzima Hpall e as 4 contagens de radiacdo beta para a amostra sem a enzima

Hpall.

Figura 4 — Esquema da técnica para determinagdo da metilagao global no DNA

3.2.9 Determinacao do polimorfismo MTHFR C677T

As genotipagens do polimorfismo MTHFR C677T foram realizadas por
amplificagdo do fragmento de interesse, por reagdo em cadeia pela polimerase
(PCR) segundo protocolo descrito por Frosst et al., 1995. Os produtos obtidos foram
utilizados em ensaios de polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrigdo
(RFLP) utilizando a enzima Hinfl.

O tamanho do fragmento amplificado foi 198 pb. A presenca do alelo T na
regido polimorfica possibilita a digestdo pela enzima de restricdo Hinfl, gerando
fragmentos com 175 pb e 23 pb; enquanto o gendtipo selvagem (CC), ndo é clivado

por essa enzima de restricao.
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Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1% em tampao TBE. A separagao eletroforética foi realizada durante 30 minutos, a
100 V, 60 mA, em cuba de eletroforese submersa (Gibco BRL, Life Technologies
Inc., Gaithersburg, MD, EUA) empregando fonte EPS 301 (Amershan-Pharmacia
Biotech, Uppsala, Suécia). As bandas foram visualizadas sob luz UV, apés
coloracao do gel com brometo de etideo (0,5 mg/mL), utilizando como referéncia um
marcador de tamanho molecular de DNA de 100 pb (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Suécia) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001a); e foram fotodocumentados pelo
sistema de captura de imagens Chemilmager™ 4400 (v.5.5), (Alphalnnotech, San
Leandro, CA, EUA).

A identificacdo dos fragmentos obtidos apds agédo da enzima de restrigdo foi
realizada por separagado eletroforética em gel de agarose a 2% submerso em
tampao TBE. Para a observagao do tamanho dos fragmentos e fotodocumentagéao
do gel foi utilizado o mesmo procedimento descrito para a observagao dos produtos
da PCR.

Para cada ensaio de PCR foi realizado um controle negativo de reagéo,
contendo apenas os reagentes utilizados na amplificagdo do fragmento de interesse
e nao foram detectados vestigios de DNA. Em cada conjunto de PCRs foi incluida
uma amostra de DNA com gendétipo heterozigoto ou homozigoto mutado para o
polimorfismo MTHFR C677T, como controle positivo, para garantir que a atividade
da enzima Hinfl estava adequada. Além disso, foram realizadas repeticoes

aleatorias em cerca de 10% das amostras analisadas.
3.3 Andlises Estatisticas

O banco de dados foi construido no programa EXCEL 97 (Microsoft). As
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se os programas: MedCalc — Verséo
5.00.019, 1993-1999, Frank Schoonjans; e SAS for Windows (Statistical Analysis
System), versado 9.1.3 Service Pack 3. SAS Institute Inc, 2002-2003, Cary, NC, USA.

Foi realizada a analise descritiva com apresentacao de tabelas de freqiéncias
para as variaveis categoricas e medidas de posi¢cao e dispersdo para as variaveis
continuas. Para a comparacgao de propor¢oes foi utilizado o teste Qui-quadrado (Xz)

ou o teste Exato de Fisher quando necessario.
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As gestantes foram classificadas em cinco grupos conforme a suplementacao
com acido folico e/ou polivitaminicos em cada idade gestacional: as mulheres que
nao utilizaram essa suplementagdo foram incluidas no grupo 1 (N=50); enquanto as
participantes que fizeram o uso de medicamentos contendo acido folico em todas as
idades gestacionais, até 16 semanas de gravidez e com 28 e 36 semanas de
gestacdo foram incluidas nos grupos 2 (N= 14), 3 (N=21) e 4 (N=10),
respectivamente. As demais gestantes (8 mulheres) formaram um grupo muito
heterogéneo com relacdo a suplementagcdo com acido félico e ndo foram
consideradas nas analises estatisticas dos grupos.

Devido ao pequeno numero de gestantes especialmente nos grupos 2, 3 e 4 e
a suposicdo de nao normalidade das medidas foram realizadas analises nao
paramétricas (transformacao por postos).

Para comparagao das variaveis: idade, numero de gestacdes e renda per
capita entre os grupos de gestantes foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.

A Analise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas com transformacéo por
postos foi utilizada para avaliar o efeito da idade gestacional (tempo), dos grupos e
da interagdo entre idade gestacional e o grupo nas concentragdes de vitaminas e
metabdlitos durante a gravidez. Essa analise também foi utilizada para avaliar o
efeito do polimorfismo. Quando houve diferenga significativa na ANOVA de medidas
repetidas com transformacéo por postos, foram realizados os seguintes testes post-
hoc: analise de perfil por contrastes e teste de Tukey, para detectar as diferengas
entre as idades gestacionais e entre os grupos, respectivamente.

Para avaliagcdo do equilibrio de Hardy-Weinberg, por teste Qui-quadrado, foi
utilizado o programa MS-DOS QBasic V1.1 (Microsoft informatica Ltda, Sdo Paulo,
Brasil).

Na avaliacdo da taxa de incorporacdo de [°PH]JdCTP no DNA em gestantes
fumantes e ndo fumantes, utilizou-se teste-T Student para amostras independentes.

A pesquisa de fatores de predicdo para a taxa incorporacéo de [°H]JdCTP no
DNA foi realizada por analise de regressao linear multipla em cada idade gestacional
estudada.

Em seguida, foram realizadas analises estatisticas especificamente para as
gestantes do grupo 1 (grupo com maior numero de participantes e com auséncia de
suplementagdo com &acido fdélico ou polivitaminicos). Os valores das variaveis

cobalamina, folato (sérico e eritrocitario), vitamina B6, metionina, SAM, razao
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SAM/SAH e taxa de incorporacdo de [*H]dCTP no DNA ndo apresentaram
distribuicdo normal e foram submetidos a transformacdo logaritmica antes da
realizagao do teste estatistico.

A relagdo entre os valores dos nutrientes da dieta e as concentragbes de
vitaminas e metabdlitos no sangue com a taxa de incorporagao de [PH]dCTP no DNA
foi analisada utilizando o coeficiente de correlagcdo de Pearson em cada idade
gestacional no grupo1.

Nao foi possivel realizar o método das Equacdes de Estimacao Generalizadas
(EEG) devido ao fato das variaveis apresentarem baixa correlagdo entre as idades
gestacionais. Desse modo, foi realizado o Generalized Linear Model (GLM)
utilizando como variavel dependente a taxa de incorporacdo de [°PHJdCTP no DNA
seguindo uma distribuicdo gama. Foram utilizadas as seguintes variaveis
independentes e as suas interagdes duas a duas: variaveis do sangue (cobalamina,
folato sérico, folato eritrocitario, vitamina B6, creatinina, metionina, tHcy, MMA, SAM,
SAH, SAM/SAH), variaveis da dieta ajustadas segundo a energia total (proteina
total, proteina de carnes, proteina animal, vitamina B6, vitamina B12 e folato), e o
gendtipo para o polimorfismo MTHFR C677T, utilizando o critério de selegéo
stepwise.

Foram realizados dois modelos de regresséo logistica multivariada, usando
como variavel dependente o valor de corte do terceiro quartii da taxa de
incorporagdo de [°H]JdCTP no DNA (valores > 12240 dpm / 0,5 ug DNA). Em um
destes modelos, foram incluidas as seguintes variaveis independentes: cobalamina
sérica <148,5 pmol/L, folato sérico < 15,5 nmol/L, folato eritrocitario < 930 nmol/L,
vitamina B6 sérica < 13,5 nmol/L, metionina sérica < 20,6 pmol/L, tHcy sérica > 5,2
pmol/L, MMA sérico > 280,8 nmol/L, SAM sérica < 54,7 nmol/L, SAH sérica > 13,2
nmol/L, SAM/SAH no soro < 4,7), variaveis da dieta ajustadas segundo a energia
total (proteina total < 69,4 g/dia, proteina de carnes < 27,3 g/dia, proteina animal <
33,9 g/dia, vitamina B6 < 1,23 mg/dia, vitamina B12 < 2,09 ug/dia e folato< 201,7
Mg/dia) e os gendtipos CT e TT para o polimorfismo MTHFR C677T.

No segundo modelo, as variaveis independentes utilizadas foram: cobalamina
sérica <148,5 pmol/L, folato sérico < 15,5 nmol/L, vitamina B6 sérica < 13,5 nmol/L,
MMA sérico > 280,8 nmol/L, SAM sérica < 54,7 nmol/L, vitamina B6 da dieta < 1,23
mg/dia, vitamina B12 da dieta < 2,09 pg/dia, folato da dieta < 201,7 ug/dia) e os
gendtipos CT e TT para o polimorfismo MTHFR C677T. Nos dois modelos de
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regressao logistica multivariada, as concentragdes superiores ou iguais ao primeiro
quartil das variaveis do sangue e da dieta foram consideradas referéncias, com
excegao do MMA, tHcy e SAH, cujos valores menores ou iguais ao terceiro quartil
foram consideradas como referéncia. O gendétipo CC do polimorfismo MTHFR C677T
foi utilizado como referéncia. O critério de selegao stepwise foi utilizado nos dois
modelos.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi 5% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados parte | - GRUPO TOTAL
4.1.1 Caracteristicas gerais das participantes do estudo

A principio, foram incluidas 183 mulheres no estudo, mas apenas 103
gestantes (56%) concluiram o protocolo, com coletas nas trés idades gestacionais
estudadas (16, 28 e 36 semanas de gravidez). A perda de seguimento por 44% das
participantes foi devida aos seguintes motivos: 40 desistiram de participar da
pesquisa, 12 mudaram de endereco (cidade ou estado), 12 apresentaram perdas
fetais, 6 deram a luz antes da ultima coleta, houve perda de contato com 6 das
gestantes por terem mudado de telefone e endereco e 4 mulheres foram excluidas
(trés apresentaram hipertensdo e uma fazia uso de medicamento listado nos
critérios de exclusdo). Os principais dados socioecondmicos e antropométricos das

participantes que concluiram o estudo foram descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas gerais das gestantes que completaram o estudo

Variaveis N Média (desvio padrao)
Idade (anos) 103 25,8 (5,5)
Numero de gestagoes 103 2,2(1,2)
(incluindo a atual)

Peso antes do inicio da 91 59,3 (11,6)
gravidez (kg)*

Ganho de peso durante 91 11,8 (5,4)

a gravidez (kg)*

IMC com 16 semanas de 103 24,7 (4,3)
gestacao (kg/m2)

IMC com 36 semanas de 103 28,3 (4,1)
gestacao (kg/m2)

Escolaridade (anos 103 8,5 (2,8)
estudados)

Renda per capita (R$) 103 276,54 (163,10)

IMC: Indice de Massa Corpérea; N: numero de gestantes
* Doze gestantes ndo informaram o peso antes da gravidez
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4.1.2 Avaliagdo do consumo alimentar

N&o foi possivel obter o inquérito recordatério de 24 horas (IR24h) em uma
das idades gestacionais para duas gestantes e os dados destas mulheres ndo foram
considerados nas analises estatisticas realizadas para avaliagdo do consumo
alimentar.

Nas anadlises estatisticas deste estudo, optou-se pelo uso dos dados
nutricionais ajustados segundo a energia total pelo método Residual (Willet et al.,
1987), quando foi analisada a associagao entre fatores nutricionais, genéticos e

bioquimicos, e a taxa de incorporacéo de [PH]JdCTP no DNA (metilagdo do DNA).

Tabela 2 — Avaliagdo da ingestao de energia e nutrientes (dados brutos e ajustados)

estimados pela média dos trés IR24h de 101 gestantes®

Dados brutos Dados ajustados**
Média (DP) Mediana Média (DP) Mediana

Energia (kcal) 2193 (760) 2040 - -

Proteina total (g) 77,3 (30,0) 72,7 77,3 (11,7) 77,9
Carboidratos (g) 291,1 (114,0) 278,1 290,2 (34,6) 288,8
Gordura total (g) 82,7 (29,3) 77,4 83,1 (13,0) 81,7
Colesterol total (mg) 220,5 (130,3) 189,0 219,4 (81,2) 204,2
Fibra total (g) 20,3 (7,7) 19,2 20,4 (4,5) 19,6
Acido félico (ug) 273,9 (110,6) 258,2 276,9 (83,5) 262,9
Vitamina B12 (ug) 4,53 (4,52) 3,05 4,70 (5,15) 3,39
Vitamina B6 (mg) 1,51 (0,55) 1,45 1,53 (0,35) 1,51

IR24h: inquérito recordatoério de 24 horas; DP: desvio-padrao

*Duas das gestantes que concluiram o estudo ndo possuiam o IR24h em uma das idades
gestacionais, e seus dados n&o foram considerados na analise estatistica.

**Os dados nutricionais foram ajustados segundo a energia total pelo método Residual (Wilett et al.,
1987)

Segundo os dados obtidos nos IR24h, o acido félico mostrou inadequacgao no
consumo de 97,9%, se comparado Estimated Average Requirement (EAR), cujo

valor corresponde a 520 ug de acido fdlico/dia. Para a vitamina B12 (EAR: 2,2



29

Ananka Midori Kubota Resultados

Mg/dia) e para a vitamina B6 (EAR: 1,6 mg/dia), o consumo foi inadequado para
19,2% e 59,6% das gestantes, respectivamente (NATIONAL ACADEMIC OF
SCIENCE, 1998).

4.1.3 Classificacao das participantes em grupos

As gestantes que concluiram o estudo foram classificadas em quatro grupos
adotando como critério o uso de acido fdlico ou polivitaminicos em cada idade
gestacional (Figura 10). Foram incluidos os dados de 95 gestantes nos testes
estatisticos, uma vez que oito participantes fizeram uso de suplementacdo com
acido folico em periodos diferentes das idades gestacionais adotadas para
caracterizar os grupos. Nao houve diferenca significativa entre as idades, numero de
gestacdes e renda per capita nos quatro grupos estudados (Tabela 5).

No presente estudo, nenhuma das gestantes fez uso de suplementagdo com
acido folico no periodo pré-gestacional e 53 (51,5%) mulheres que completaram o
estudo utilizaram acido folico e/ou polivitaminicos em algum momento da gravidez;
destas, apenas 14 (13,6%) fizeram o uso durante as trés idades gestacionais

estudadas.
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Gestantes que Iniciaram o estudo (N=183)

N&o finalizaram o protocolo (N=80)

Realizaram coletas nas idades gestacionais
de 16, 28 e 36 semanas (N=103)

Uso de acido fdlico ou
polivitaminicos?

N&o (N=50) | Sim(N=53) |
Grupo 1
| | | |
Uso em todas as Uso no inicio da Uso nas idades Nenhuma das
idades gestacionais gravidez (até 16 gestacionais de 16 e condigdes
(N=14) semanas) (N=21) 28 semanas (N=10) anteriores
Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 (N=8)

Figura 10 — Casuistica do estudo e classificagdo das gestantes em grupos

Tabela 5 — Avaliagdo da idade, numero de gestagcbes e renda per capita entre os

grupos de gestantes

Variavel Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 p*
N =50 N=14 N=21 N =10

Idade (anos) 25,9 (5,8) 26,1 (5,1) 26,0 (5,2) 25,7 (5,9) 0,988

N° de gestacdes 2,2(1,2) 2,4 (0,9) 2,4 (1,5) 1,9 (1,0) 0,572

Renda per capita (R$) 260,3 (171,3) 277,6 (126,9) 304,3 (165,5) 314,0(210,1) 0,535

Os valores foram apresentados como a média (desvio padrao)
N: numero de gestantes; * Teste de Kruskal-Wallis
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4.1.4 Concentragbes das vitaminas (folato, cobalamina e vitamina B6) e
metabdlitos (tHcy, metionina, MMA, SAM, SAH e razdo SAM/SAH) no sangue
durante a gravidez nos grupos de gestantes

A concentragdo de folato sérico foi constante durante a gestagcdo para as
mulheres dos grupos 1, 2 e 4. No entanto, as gestantes do grupo 3 apresentaram
valores decrescentes dessa variavel durante a gravidez.

Ao comparar os grupos, foi verificado que as gestantes do grupo 1 tiveram
concentragbes menores de folato sérico em todas as idades gestacionais quando
comparadas com as participantes dos grupos 2 (que usaram suplementagdo com
acido félico nas trés idades gestacionais avaliadas) e 4 (uso de suplementacao na
282 e 36% semanas); e com as mulheres do grupo 3 apenas na 16 semana de
gravidez. Além disso, os valores de folato sérico foram maiores no grupo 2 quando
comparados ao grupo 3 nas avaliagdes realizadas em 28 e 36 semanas de gestagao
(Figura 11).
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Figura 11 — Valor médio e desvio padrao das concentragbes de folato sérico em cada idade
gestacional e grupo. Houve interagao significativa entre os fatores grupo e idade gestacional (p <
0,001, ANOVA para medidas repetidas, com transformagao por postos). Houve diferenga significativa
entre todas as idades gestacionais no grupo 3 (p < 0,001, teste de perfil por contrastes) e entre os
grupos 1e2,1e4,e2e 3 nasidades de 28 e 36 e entre os grupos 1 e 2, 1 e 3, e 1 e 4 naidade de
16 semanas (p < 0,001, teste de Tukey).

Numero de gestantes: 49, 14, 18 e 10; nos grupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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Para a variavel folato eritrocitario, o efeito da idade gestacional dentro do
grupo foi significativo apenas para as gestantes do grupo 4, cujos valores foram
menores na 16% semana de gravidez quando comparados as demais idades
gestacionais estudadas. Com relacéo ao efeito do grupo, as participantes do grupo 1
apresentaram concentragdes menores de folato eritrocitario quando comparadas as
concentragbes das gestantes do grupo 2 nas trés idades gestacionais avaliadas;
essas concentragdes foram menores daquelas apresentadas pelas mulheres do
grupo 3 nas idades gestacionais de 16 e 28 semanas e também em relagdo as
participantes do grupo 4 na 282 e 362 semanas de gravidez. As gestantes do grupo 3
apresentaram concentracbes menores de folato eritrocitario que as gestantes do

grupo 2 na 36® semana de gravidez (Figura 12).
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Figura 12 — Valor médio e desvio padrdao das concentracbes de folato eritrocitario em cada idade
gestacional e grupo. Houve interagao significativa entre os fatores grupo e idade gestacional (p = 0,032,
ANOVA para medidas repetidas, com transformacgao por postos). Houve diferenga significativa entre as
idades 28 e 36 no grupo 4 (p = 0,007, teste de perfil por contrastes) e entre os grupos 1 e 2, 1 e 3 na
idade 16 (p = 0,002), 1e2,1e3,e1ednaidade 28 (p<0,001)e1e2,1e4,e2e 3naidade 36

semanas (p < 0,001) (teste de Tukey).
Numero de gestantes: 49, 14, 21 e 10; nos grupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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Nao foram observadas diferencas entre os grupos para os valores de
cobalamina sérica. Em todos os grupos, as concentragdes dessa vitamina
diminuiram durante o periodo gestacional (Figura 13). Desse modo, as medianas
das concentragdes dessa vitamina nas idades gestacionais de 16, 28 e 36 semanas

foram, respectivamente, 250, 186 e 160 pmol/L no grupo total (N=95).
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Figura 13 — Valor médio e desvio padrdo das concentracbes séricas de cobalamina em cada idade
gestacional e grupo. N&do houve interagdo significativa entre os fatores grupo e idade gestacional (p =
0,968, ANOVA para medidas repetidas, com transformacao por postos). Houve diferenga significativa
entre as idades 16 e 28, 16 e 36, e 28 e 36 (p < 0,001, teste de perfil por contrastes) e ndo houve
diferenca entre os grupos (p = 0,685).

Numero de gestantes: 50, 14, 21 e 10; nos grupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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As gestantes do grupo 1 apresentaram concentrag¢des séricas de vitamina B6
maiores que as gestantes do grupo 2 em todas as idades gestacionais. A evolugao
dessa variavel durante a gravidez foi semelhante em todos os grupos com valores

crescentes dessa vitamina nas idades gestacionais avaliadas (Figura 14).

Vitamin B6 (nmol/L)
N
|

16 28 36

Gestational age (weeks)

Figura 14 — Valor médio e desvio padrdo das concentragbes séricas de vitamina B6 em cada idade
gestacional e grupo. Nao houve interacdo significativa entre os fatores grupo e idade gestacional (p =
0,165, ANOVA para medidas repetidas, com transformagédo por postos). Houve diferenca significativa
entre as idades 16 e 28, 16 e 36, e 28 e 36 semanas (p < 0,001, teste de perfil por contrastes) e entre os
grupos 1 e 2 (p = 0,003, teste de Tukey).

Numero de gestantes: 49, 14, 21 e 10; nos grupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.

Houve correlacdo inversa entre as concentracbes de vitamina B6 e as
concentragbes de folato sérico na idade gestacional de 16 semanas (r= - 0,237,
p=0,024), 28 semanas (r= - 0,289, p= 0,003) e 36 semanas (r= - 0,342, p= 0,001). O
mesmo aconteceu com as concentragdes de folato eritrocitario na idade gestacional
de 16 semanas (r= - 0,262, p= 0,011) e 28 semanas (r= - 0,325, p =0,001), no grupo

total de gestantes.
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As gestantes do grupo 1 apresentaram concentragdes séricas maiores de
homocisteina (tHcy) que as mulheres dos grupos 2 e 3 em todas as idades
gestacionais. Em todos os grupos, os valores de tHcy foram maiores na idade
gestacional de 36 semanas quando comparadas aos valores dessa variavel nas

idades gestacionais de 16 e 28 semanas (Figura 15).
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Figura 15 — Valor médio e desvio padrao das concentragdes séricas de homocisteina total em cada
idade gestacional e grupo. Nao houve interacédo significativa entre os fatores grupo e idade
gestacional (p = 0,055, ANOVA para medidas repetidas, com transformacdo por postos). Houve
diferenca significativa entre as idades 16 e 36, e 28 e 36 (p < 0,001, teste de perfil por contrastes) e
entre os grupos 1 e 2, e 1 e 3 (p = 0,049, teste de Tukey).

Numero de gestantes: 49, 14, 21 e 10; nos grupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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Em todos os grupos, as concentragdes de metionina sérica foram menores na
282 semana de gravidez comparando com os valores nas idades gestacionais de 16
e 36 semanas (Figura 16). Nao foram observadas diferengas entre os grupos para
os valores desse aminoacido. As medianas dessa variavel foram 22,7 pymol/L (16
semanas), 22,2 umol/L (28 semanas) e 22,4 pmol/L(36 semanas) no grupo total
(N=94).
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Figura 16 — Valor médio e desvio padrao das concentra¢cdes de metionina sérica em cada idade
gestacional e grupo. Nao houve interagéo significativa entre os fatores grupo e idade gestacional (p =
0,748, ANOVA para medidas repetidas, com transformacgéo por postos). Houve diferenga significativa
entre as idades 16 e 28, e 28 e 36 semanas (p = 0,049, teste de perfil por contrastes) e ndo houve
diferenca entre os grupos (p = 0,998).

Numero de gestantes: 49, 14, 21 e 10; nos grupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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Nao houve diferenca nas concentragdes séricas de acido metilmalénico
(MMA) entre os grupos. As concentragdes desse metabdlito aumentaram
significativamente durante a gravidez em todos os grupos (Figura 17). As medianas
dos valores desse metabdlito no grupo total (N=91) foram 137,0 nmol/L; 182,0

nmol/L e 203,0 nmol/L na 163, 282 e 36% semana de gestagao, respectivamente.
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Figura 17 — Valor médio e desvio padrdo das concentracdes séricas de acido metilmalénico em cada
idade gestacional e grupo. N&o houve interagéo significativa entre os fatores grupo e idade gestacional (p
= 0,723, ANOVA para medidas repetidas, com transformagao por postos). Houve diferenga significativa
entre as idades 16 e 28, 16 e 36, e 28 e 36 semanas (p < 0,001, teste de perfil por contrastes) e nao
houve diferenga entre os grupos (p = 0,816).

Numero de gestantes: 48, 13, 20 e 10; nos grupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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As concentragdes séricas de S-adenosilmetionina (SAM) foram maiores na
idade gestacional de 36 semanas com relacdo as demais idades gestacionais
avaliadas em todos os grupos (Figura 18). As medianas dos valores desse
metabdlito no grupo total (N=76) foram 60,5 nmol/L; 59,0 nmol/L e 65,3 nmol/L na

162, 282 e 36% semana de gravidez, respectivamente.
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Figura 18 — Valor médio e desvio padrao das concentragdes séricas de S-adenosilmetionina em cada
idade gestacional e grupo. Ndo houve interagdo significativa entre os fatores grupo e idade
gestacional (p = 0,444, ANOVA para medidas repetidas, com transformagédo por postos). Houve
diferencga significativa entre as idades 16 e 36, e 28 e 36 (p < 0,001, teste de perfil por contrastes) e
nao houve diferenga entre os grupos (p = 0,605).

Numero de gestantes: 48, 10, 13 e 5; nos grupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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Para a variavel S-adenosilhomocisteina (SAH), foi observada interagao entre
os fatores grupo e idade gestacional. Para as gestantes do grupo 1 e 4, houve um
aumento das concentragdes séricas de SAH na 362 semana de gravidez quando
comparados aos valores na 162 e 282 semanas. Para as mulheres do grupo 2, as
concentragdes de SAH foram menores na idade gestacional de 16 semanas quando
comparadas aos valores da 28% e 362 semanas de gravidez. Com relagao ao efeito
do grupo, as participantes do grupo 1 apresentaram concentracbes menores desse

metabdlito que as gestantes do grupo 3 na 282 semana de gestagao (Figura 19).
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Figura 19 — Valor médio e desvio padrao das concentragdes séricas de S-adenosilhomocisteina em
cada idade gestacional e grupo. Houve interagao significativa entre os fatores grupo e idade
gestacional (p = 0,043, ANOVA para medidas repetidas, com transformagédo por postos). Houve
diferenca significativa entre as idades de 16 e 36, e 28 e 36 para os grupos 1 (p < 0,001) e 4 (p =
0,018) e entre as idades de 16 e 28, e 16 e 36 semanas no grupo 2 (p = 0,004) (teste de perfil por
contrastes) e entre os grupos 1 e 3 na idade de 28 semanas (p = 0,005, teste de Tukey).

Numero de gestantes: 47, 10, 14 e 5; nos grupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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Nao houve diferenga significativa entre os valores da razdo SAM/SAH entre
os grupos. Os valores da razdo SAM/SAH foram maiores na idade gestacional de 16
semanas com relagdo as demais idades gestacionais avaliadas em todos os grupos
(Figura 20). As medianas dos valores dessa variavel no grupo total (N=74) foram 5,9

na 16 semana; 5,0 na 282 semana e 5,1 na 362 semana de gravidez.
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Figura 20 — Valor médio e desvio padrao dos valores da razdo SAM/SAH em cada idade gestacional
e grupo. Nao houve interagdo significativa entre os fatores grupo e idade gestacional (p = 0,388,
ANOVA para medidas repetidas, com transformagéo por postos). Houve diferenca significativa entre
as idades 16 e 28, e 16 e 36 semanas (p = 0,003, teste de perfil por contrastes) e ndo houve
diferenga entre os grupos (p = 0,1114, teste de Tukey).

Numero de gestantes: 47, 9, 13 e 5; nos grupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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4.1.5 Polimorfismo C677T no gene MTHFR

A distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo C677T no gene da
metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR) encontra-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg em todos os grupos analisados (p>0,05) (Tabela 6). Nao houve diferenca
na frequéncia dos gendtipos CC e CT + TT nos quatro grupos mostrando que os
grupos foram homogéneos quanto a distribuicdo dos gendtipos para o polimorfismo
C677T no gene MTHFR (p= 0,319, Teste Qui-quadrado).

Tabela 6 — Distribuicdo das gestantes segundo os gendtipos e alelos para o

polimorfismo MTHFR C677T em cada grupo

Distribui¢cdo dos genoétipos FreqUéncia dos alelos
CcC CT TT C T

Grupo 1 26 (52,0) 18 (36,0) 6 (12,0) 70 (70,0) 30 (30,0)
N =50
Grupo 2 5(35,7) 8 (57,1) 1(7,1) 18 (64,3) 10 (35,7)
N =14
Grupo 3 13 (61,9) 8 (38,1) 0 (0,0) 34 (81,0) 8 (19,0)
N =21
Grupo 4 7 (70,0) 2 (20,0) 1(10,0) 16 (80,0) 4 (20,0)
N=10
Total 51 (53,7) 36 (37,9) 8 (8,4) 138 (72,6) 52 (27,4)
N =95

Frequéncia absoluta e, entre parénteses, a frequiéncia relativa

N: numero de gestantes; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase

Equilibrio de Hardy-Weinberg (Qui-quadrado calculado): Grupo1: X2= 1,020 (p > 0,05); Grupo 2: X2=
0,836 (p > 0,05); Grupo 3: x°= 1,163 (p > 0,05); Grupo 4: x°= 1,406 (p > 0,05); Grupo Total: x°= 0,208
(p > 0,05)
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4.1.6 Avaliacao da Metilagao Global no DNA

Foi observada maior taxa de incorporacdo de [PH]JdCTP no DNA na 282
semana de gravidez em todos os grupos. Nao houve diferenga entre os grupos ou
interagcéo entre grupo e idade gestacional para essa variavel (Figura 21 e Tabela 7).

Nao foram encontradas diferengas significativas nas taxas de incorporacao de
[PH]JdCTP no DNA entre as gestantes fumantes e ndo fumantes na 162 (p=0,919);

282 (p=0,986) e 362 (p=0,440) semanas de gestacéo no grupo total.

Tabela 7 — Taxa de [PH]JdCTP no DNA nos grupos nas idades gestacionais de 16, 28

e 36 semanas

Taxa de incorporacéo de [*H]dCTP (dpm / 0,5 pg DNA)
Média (desvio padréo)

16 semanas 28 semanas 36 semanas
Grupo 1 (N=47) 9679 (3759) @ 10604 (4441)° 9814 (4101)*
Grupo 2 (N=14) 7977 (4418)° 8714 (3091)° 7442 (2700)°
Grupo 3 (N=21) 9021 (3925)° 10307 (4560)° 9221 (4076)*
Grupo 4 (N=10) 7388 (2795)° 10527 (1441)° 9248 (3509)°
Total (N=92) 9021 (3844)° 10240 (4068)° 9257 (3884)°

N: Numero de gestantes; dpm: desintegragdes por minuto

Resultados da ANOVA para medidas repetidas com transformacao por postos, efeito da interagéo
entre grupo e idade gestacional (p = 0,557); efeito da idade gestacional (p = 0,009) e efeito do
grupo (p = 0,111).

Valores com letras diferentes sao significativamente diferentes (p<0,05) de acordo com o teste de
perfil de contrastes.
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Figura 21 — Valor médio e desvio padréo dos valores da taxa de incorporagao de [3H]dCTP em cada idade
gestacional e grupo. Nao houve interagdo significativa entre os fatores grupo e idade gestacional (p =
0,557, ANOVA para medidas repetidas, com transformagéo por postos). Houve diferenca significativa
entre as idades 16 e 28, e 28 e 36 (p = 0,009, teste de perfil por contrastes) e ndo houve diferenga entre
os grupos (p = 0,111).

Numero de gestantes: 47, 14, 21 e 10; nos grupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.

O efeito do polimorfismo C677T no gene da MTHFR na taxa de incorporagao
de [°H]dCTP no DNA foi avaliado em cada idade gestacional nos grupos 1, 2 e 3.
Nao foram encontradas diferengas significativas nos valores de incorporagdo de
[’H]dCTP no DNA entre os grupos, as idades gestacionais e genétipos ( Tabela 8 e
Figura 22).
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Tabela 8 - Efeito do gendtipo para o polimorfismo MTHFR C677T na taxa de

incorporagao de [°H]dCTP no DNA nas idades gestacionais de 16, 28 e

36 semanas, nas gestantes dos grupos 1e 2 e 3

Taxa de incorporacéo de [*H]dCTP (dpm / 0,5 pg DNA)

16 semanas

28 semanas

36 semanas

Genétipo MTHFR C677T

Grupo 1
CC
(N=24)

CT+TT
(N=23)

Grupo 2
CC
(N=5)

CT+TT
(N=9)

Grupo 3
CC
(N=13)

CT+TT
(N=8)

10037 (4143)

9306 (3363)

7335 (6773)

8334 (2895)

9634 (4413)

8026 (2966)

12080 (4674)

9064 (3680)

9688 (2713)

8173 (3306)

11069 (5420)

9069 (2496)

9677 (4030)

9958 (4261)

7744 (3765)

7274 (21610

9647 (4480)

8529 (3487)

dpm: desintegrag¢des por minuto;

MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; N: nimero de gestantes

Efeitos p

MTHFR C677T 0,244
Grupo 0,065
MTHFR C677T e Grupo 0,797
Idade gestacional 0,107
Idade gestacional e MTHFR C677T 0,257
Idade gestacional e grupo 0,919
Idade gestacional e MTHFR C677T e grupo 0,816
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Figura 22 — Valor médio e desvio padrao dos valores da taxa de incorporacéo de [3H]dCTP no DNA
em cada idade gestacional, grupo e genoétipo C677T. Nao houve interagédo significativa entre os
fatores idade gestacional, grupo e gendtipo (p = 0,815, ANOVA para medidas repetidas, com
transformagédo por postos). Nao houve diferenca significativa entre as idades gestacionais (p =
0,107), nao houve diferencga entre os grupos (p = 0,065) e ndo houve diferenca entre os gendtipos (p
=0,244).

Foi realizado um modelo de regressdo linear multipla em cada idade
gestacional estudada. Nesses modelos foram consideradas as seguintes variaveis:
grupos, concentragdes vitaminas no sangue (folato, cobalamina e vitamina B12
séricos; e folato eritrocitario), variaveis da dieta (acido folico, vitamina B12, vitamina
B6 e proteinas total, animal e de carnes), metionina sérica e valores dos metabdlitos
(tHcy, cistationina, MMA, SAH, SAM e razao SAM/SAH) (Tabelas 9, 10 e 11).
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Tabela 9 — Analise de regressao linear multipla para a variavel dependente taxa de

incorporacao de [°H]dCTP no DNA, na 162 semana de gestacéo

Parametro (EP) R? parcial p
Variaveis independentes
Grupo 0,076
Grupo 2 x grupo 1 - 2063 (1200) 0,089
Grupo 3 x grupo 1 - 1011 (1005) 0,317
Grupo 4 x grupo 1 - 2516 (1371) 0,070
Proteina total da dieta (g/dia)* 8,44 (37,43) 0,024 0,822
Proteina animal da dieta (g/dia)* 17,98 (32,16) 0,027 0,577
Proteina de carnes da dieta (g/dia)* 36,38 (33,04) 0,037 0,274
Vitamina B6 da dieta (mg/dia)* 739,8 (1289,7) 0,027 0,568
Vitamina B12 da dieta (ug/dia)* 161,7 (87,1) 0,061 0,067
Acido félico da dieta (ug/dia)* 4,96 (5,38) 0,033 0,360
Metionina da dieta (mg/dia)* 0,375 (1,402) 0,024 0,790
Polimorfismo MTHFR C677T 375,0 (823,7) 0,023 0,650
(CC versus CT+TT)
Folato sérico (nmol/L) -10,54 (14,35) 0,025 0,465
Folato eritrocitario (nmol/L) 0,411 (0,802) 0,023 0,610
Cobalamina sérica (pmol/L) 5,28 (3,42) 0,046 0,126
Vitamina B6 sérica (nmol/L) 134,3 (103,9) 0,037 0,199
tHcy sérica (umol/L) 49,09 (366,02) 0,020 0,893
Cistationina sérica (nmol/L) 7,13 (8,49) 0,028 0,403
Metionina sérica (umol/L) 72,74 (110,59) 0,025 0,512
MMA sérico (nmol/L) -2,17 (3,60) 0,027 0,548
SAH sérica (nmol/L) 2247 (104,9) 0,062 0,035
SAM sérica (nmol/L) 1,24 (42,41) 0,011 0,977
SAM/SAH 105,7 (262,2) 0,014 0,688

tHcy: homocisteina total; MMA: &cido metilmaldnico; SAH: S-adenosilhomocisteina;, SAM: S-

adenosilmetionina; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase;
p-valor significativo (<0,05) foi destacado em negrito. R® total do modelo:0,062

*As variaveis da dieta foram ajustadas segundo a energia total (WILETT et al., 1987)
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Tabela 10 — Analise de regressao linear multipla para a variavel dependente taxa de

incorporacao de [°H]JdCTP no DNA, na 282 semana de gestacgéo

Parametro (EP) R? parcial p
Variaveis independentes
Grupo 0,094
Grupo 2 x grupo 1 -1926 (1288) 0,139
Grupo 3 x grupo 1 -54,29 (1095) 0,961
Grupo 4 x grupo 1 -17,50 (1463) 0,990
Proteina total da dieta (g/dia)* 28,81 (39,84) 0,072 0,472
Proteina animal da dieta (g/dia)* 11,70 (34,19) 0,067 0,733
Proteina de carnes da dieta (g/dia)* 26,11 (35,19) 0,072 0,460
Vitamina B6 da dieta (mg/dia)* -378,8 (1420) 0,067 0,790
Vitamina B12 da dieta (ug/dia)* 59,37 (92,82) 0,070 0,524
Acido félico da dieta (ug/dia)* 8,00 (5,64) 0,088 0,160
Metionina da dieta (mg/dia)* 0,700 (1,497) 0,068 0,641
Polimorfismo MTHFR C677T 2412 (835) 0,149 0,005
(CC versus CT+TT)
Folato sérico (nmol/L) 1,13 (16,2) 0,067 0,945
Folato eritrocitario (nmol/L) 0,230 (0,715) 0,068 0,748
Cobalamina sérica (pmol/L) -1,90 (5,54) 0,068 0,733
Vitamina B6 sérica (nmol/L) 78,67 (103,8) 0,073 0,450
tHcy sérica (umol/L) 169,3 (388,7) 0,069 0,664
Cistationina sérica (nmol/L) 2,94 (5,38) 0,070 0,587
Metionina sérica (umol/L) 135,9 (136,7) 0,077 0,322
MMA sérico (nmol/L) -2,20 (2,99) 0,073 0,462
SAH sérica (nmol/L) 143,1 (155,8) 0,086 0,362
SAM sérica (nmol/L) 46,22 (44,43) 0,089 0,302
SAM/SAH -74,92 (299,1) 0,077 0,803

tHcy: homocisteina total; MMA: &cido metilmaldnico; SAH: S-adenosilhomocisteina;, SAM: S-

adenosilmetionina; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase;
p-valor significativo (<0,05) foi destacado em negrito. R® total do modelo: 0,149

*As variaveis da dieta foram ajustadas segundo a energia total (WILETT et al., 1987)
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Tabela 11 — Analise de regressao linear multipla para a variavel dependente taxa de

incorporacao de [°H]JdCTP no DNA, na 362 semana de gestacéo

Parametro (EP) R? parcial p
Variaveis independentes
Grupo 0,064
Grupo 2 x grupo 1 -2339 (1225) 0,060
Grupo 3 x grupo 1 -426,4 (1032) 0,673
Grupo 4 x grupo 1 -520,1 (1401) 0,711
Proteina total da dieta (g/dia)* -37,38 (37,73) 0,035 0,325
Proteina animal da dieta (g/dia)* -26,60 (32,45) 0,032 0,415
Proteina de carnes da dieta (g/dia)* -9,68 (33,45) 0,025 0,773
Vitamina B6 da dieta (mg/dia)* 81,35 (1315) 0,024 0,951
Vitamina B12 da dieta (ug/dia)* 26,19 (87,26) 0,025 0,765
Acido félico da dieta (ug/dia)* 9,39 (5,35) 0,058 0,083
Metionina da dieta (mg/dia)* -1,49 (1,41) 0,037 0,293
Polimorfismo MTHFR C677T 499,1 (836,5) 0,028 0,552
(CC versus CT+TT)
Folato sérico (nmol/L) -8,29 (8,77) 0,034 0,347
Folato eritrocitario (nmol/L) 0,547 (0,602) 0,033 0,367
Cobalamina sérica (pmol/L) 5,38 (5,15) 0,036 0,299
Vitamina B6 sérica (nmol/L) 98,66 (76,69) 0,042 0,202
tHcy sérica (umol/L) 443,0 (349,6) 0,042 0,208
Cistationina sérica (nmol/L) 4,96 (4,32) 0,039 0,254
Metionina sérica (umol/L) -1,40 (115,8) 0,024 0,990
MMA sérico (nmol/L) 7,39 (2,56) 0,109 0,005
SAH sérica (nmol/L) -56,04 (132,65) 0,027 0,674
SAM sérica (nmol/L) 14,34 (40,97) 0,026 0,727
SAM/SAH 371,0 (366,8) 0,038 0315

tHcy: homocisteina total; MMA: &cido metilmaldnico; SAH: S-adenosilhomocisteina;, SAM: S-

adenosilmetionina; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase;
p-valor significativo (<0,05) foi destacado em negrito. R® total do modelo:0,109

*As variaveis da dieta foram ajustadas segundo a energia total (WILETT et al., 1987)
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Na idade gestacional de 16 semanas, o0 modelo de regressao linear multipla
mostrou que o aumento de 1 nmol/L de SAH esta relacionado ao aumento de 225
dpm/ 0,5 pg DNA na taxa de incorporagao de [H]dCTP no DNA em todos os grupos.

O gendtipo MTHFR 677CC foi associado ao aumento de 2412 dpm / 0,5 g
DNA na taxa de incorporacéo de [°H]dCTP em todos os grupos na idade gestacional
de 28 semanas.

Na idade gestacional de 36 semanas, o modelo de regressao linear multipla
mostrou que o aumento de 1 nmol/L de MMA esta relacionado ao aumento de 7,4
dpm/ 0,5 pg DNA na taxa de incorporagao de [PH]dCTP no DNA em todos os grupos.

Nao foi possivel obter um modelo preditivo em nenhuma das idades

gestacionais avaliadas (R? total dos modelos < 0,60).
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grupo 1 foram descritos na Tabela 12.

4.2 Resultados parte Il — Participantes que ndo usaram suplementacdo com
acido félico ou polivitaminicos durante a gravidez ( GRUPO 1)

4.2.1 Caracteristicas gerais das gestantes do grupo 1

Os principais dados socioecondmicos e antropométricos das gestantes do

Tabela 12 — Caracteristicas gerais das gestantes que n&o utilizam suplementagéo

com acido folico ou polivitaminicos durante o estudo

Variaveis N Média (desvio padréo)
Idade (anos) 50 25,9 (5,8)
Numero de gestagoes 50 2,2(1,2)
(incluindo a atual)

Peso antes do inicio da 48 60,3 (10,9)
gravidez (kg)*

Ganho de peso durante 48 12,3 (6,0)

a gravidez (kg)*

IMC com 16 semanas de 50 25,7 (4,3)
gestacao (kg/m2)

IMC com 36 semanas de 50 29,2 (4,0)
gestagao (kg/m2)

Escolaridade (anos 50 8,0 (2,8)
estudados)

Renda per capita (R$) 50 270,3 (171,30)

IMC: indice de Massa Corpérea; N: nimero de gestantes
* Duas gestantes nao informaram o peso antes da gravidez
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4.2.2 Avaliacado da taxa de metilagéo global do DNA nas gestantes do grupo 1

Com a finalidade de estudar as possiveis interacdes entre a taxa de
incorporacdo de [°PH]JdCTP no DNA e as demais varidveis durante o periodo
gestacional, foram realizadas analises especificas para o grupo 1, que era composto
pelo maior numero de gestantes e que nao realizou o uso de suplementagdo com
acido félico ou polivitaminicos.

A relacdo entre as variaveis da dieta (acido félico, vitamina B12, vitamina B6,
e proteina total, animal e de carnes) e a taxa de incorporagdo de [*H]dCTP no DNA
na idade gestacional de 36 semanas foi analisada usando o coeficiente de
correlagcdo de Pearson. Nao foram observadas correlagdes entre as variaveis da
dieta e a taxa de incorporacéo de [°H]dCTP no DNA (Tabela 13).

Tabela 13 — Correlagdes entre a taxa de incorporacgdo de [PH][dCTP no DNA e os

valores das variaveis da dieta na 362 semana de gestacao

Taxa de incorporacéo de [*H]dCTP
(dpm /0,5 ug DNA)

Variaveis da dieta*

Acido folico r=0,137
(Mg/dia) p =0,352
N =48
Vitamina B12 r=-0,003
(Mg/dia) p = 0,985
N =48
Vitamina B6 r=-0,072
(mg/dia) p =0,625
N =48
Proteina total r=-0,005
(g/dia) p =0,971
N =48
Proteina animal r=-0,027
(g/dia) p = 0,858
N =48
Proteina de carnes r=0,010
(g/dia) p = 0,944
N =48

*As variaveis da dieta foram ajustadas segundo a energia total (WILETT et al., 1987);
os valores foram transformados em logaritmo para os testes estatisticos devido a
auséncia de distribuicdo normal

dpm: desintegracdes por minuto; N: niumero de gestantes
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Para verificar a relagdo entre as concentragcdes de vitaminas no sangue
(folato, cobalamina e vitamina B6 séricos; e folato eritrocitario), as concentragcbes
séricas de metabdlitos (tHcy, metionina, MMA, SAH, SAM),a razdo SAM/SAH e a
taxa de incorporacéo de [*H]dCTP no DNA em cada idade gestacional, foi utilizado o

coeficiente de correlagcéo de Pearson (Tabela 14).

Tabela 14 — Correlacdes entre a taxa de incorporagdo de [PHJdCTP no DNA e as
concentragbes de vitaminas e metabdlitos no sangue das

participantes do grupo 1 em cada idade gestacional

Taxa de incorporacéo de [*H]dCTP (dpm / 0,5 ug DNA)

16 semanas 28 semanas 36 semanas

Folato sérico r=0,263 r=0,126 r=0,170
(molL) S R
Folato eritrocitario r=_0,282 r=_0,125 r=- 0,157
(mol) o REy W
E:obalamina sérica 52%,213% p==-(§)'s§)504? ;%’115%

pmol/L) N =50 N =48 N = 49
Vitamina B6 sérica r =_0,070 r=- 0,028 r i0’030
(molL) R N
o por R Rt

umol/L) N = 49 N = 48 N = 49
Metionina r=-0,071 r=0,162 r=-0,149
ol (R -
MMA =-0,067 r=0,071 r=0,335
R
SAM r=-0,040 r=0,018 r=0,090
CEAR
SAH r=-0,039 r=0,100 r= 0,046
L -
SAM/SAH r=0,014 r=-0,077 r=0,010
p=0,927 p = 0,606 p = 0,947

N =48 N =47 N =48

Os valores foram transformados em logaritmo para os testes estatisticos devido a auséncia de
distribuicdo normal; A correlagao significativa (p<0,05) foi destacada em negrito
dpm: desintegragbes por minuto; N: numero de gestantes; tHcy: homocisteina total; MMA:
acido metilmaldnico; SAH: S-adenosilhomocisteina; SAM: S-adenosilmetionina;
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Foi observada correlagcédo direta e moderada entre a concentragao sérica de
MMA e a taxa de incorporagdo de [°H]JdCTP no DNA na idade gestacional de 36

semanas.

O efeito conjunto de diversas variaveis na taxa de incorporagdo de [°H]dCTP
no DNA em todas as idades gestacionais foi avaliado pelo método Generalized
Linear Model. As variaveis independentes consideradas foram: concentracdes
séricas de folato, cobalamina, vitamina BG6, creatinina, metionina, tHcy, MMA, SAM e
SAH; concentragdes de folato eritrocitario; valores da razdo SAM/SAH; valores de
consumo alimentar de acido fdlico, vitamina B12, vitamina B6, proteina total, animal
e de carnes; e o0 gendtipo para o polimorfismo MTHFR C677T. O modelo
selecionado por stepwise foi apresentado na Tabela 15.

As concentragoes de folato eritrocitario, vitamina B6 sérica e creatinina sérica,
e os valores de consumo alimentar de vitamina B6 foram associados inversamente a
taxa de incorporagdo de [PH]dCTP no DNA, bem como as interagdes idade
gestacional de 36 semanas e folato sérico ou MMA, entre os gendétipos CT + TT do
polimorfismo MTHFR C677T e folato sérico ou SAM; e entre SAM e proteinas de
carnes da dieta. Ja as concentragdes séricas de SAM, valores de consumo alimentar
de proteinas de carnes, a idade gestacional de 36 semanas, os genaotipos CT + TT;
as interagdes entre folato eritrocitario e os gendtipos CT + TT, entre folato e vitamina
B6 séricos, entre creatinina sérica e MMA sérico ou vitamina B6 da dieta foram

associados diretamente a taxa de incorporagdo de [°H]JdCTP no DNA (Tabela 15).
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Tabela 15 — Associacdo entre a taxa de incorporacdo de [°PH]JdCTP (dpm / 0,5 pg
DNA) e as diversas variaveis Independentes, analisadas pelo

Generalized Linear Model (GLM), com critério de selegcdo por

stepwise

Variaveis independentes Parametro Erro Padréo p
Intercepto 3,902.10™ 1,813.10™ 0,033
Folato eritrocitario (nmol/L) -8,640.10°® 3,057.10°® 0,006
Folato sérico (nmol/L) 9,866.107 1,659.10° 0,553
Vitamina B6 sérica (nmol/L) -5,705.10°® 1,930.10° 0,004
MMA sérico (nmol/L) -2,872.107 1,750.107 0,103
SAM sérica (nmol/L) 4,553.10° 1,418.10° 0,002
Creatinina sérica (mg/dL) -6,625.10™ 2,072.10" 0,002
Vitamina B6 da dieta (mg/dia)* -2,419.10™ 9,532.10° 0,012
Proteina de carnes da dieta (g/dia)* 3,002.10° 1,407.10° 0,035
|G 28 semanas 1,592.10° 1,994.10° 0,936
|G 36 semanas 9,510.10° 2,295.10° <0,001
Genétipo CT+TT do polimorfismo MTHFR C677T 1,296.10™ 4,334.10° 0,003
Folato sérico e |G 28 semanas 6,888.10° 6,831.107 0,920
Folato sérico e IG 36 semanas -2.464.10° 7,740.107 0,002
MMA e IG 28 semanas -6,411.10° 5,612.10° 0,256
MMA e IG 36 semanas -1,493.107 5,226.10°® 0,005
Folato eritrocitario e Genétipo CT+TT do 5,980.10° 1,975.10°° 0,003
polimorfismo MTHFR C677T
Folato sérico e Gendtipo CT+TT do polimorfismo -3,073.10° 7,281.107 <0,001
MTHFR C677T
SAM e Gendtipo CT+TT do polimorfismo MTHFR -1,952.10°° 6,117. 107 0,002
C677T
Folato sérico e Vitamina B6 sérica*® 2,226.107 7,254.10°® 0,003
MMA e creatinina 4,798.10" 2,274.107 0,037
SAM e proteina de carnes da dieta* -5,900.10° 2,287.10° 0,011
Creatinina e vitamina B6 da dieta* 3,375.10™ 1,236.10™ 0,007

dpm: desintegragdes por minuto MMA: acido metilmalénico; SAM: S-adenosilmetionina; MTHFR:
metilenotetraidrofolato redutase; IG: idade gestacional.

p-valor significativo (<0,05) foi destacado em negrito

*As variaveis da dieta foram ajustadas segundo a energia total (WILETT et al., 1987)

Variaveis independentes: concentragdes séricas de folato, cobalamina, vitamina B6, metionina, tHcy,
MMA, SAM e SAH; concentracdes de folato eritrocitario; valores da razdo SAM/SAH; valores de
consumo alimentar de acido fdlico, vitamina B12, vitamina B6, proteina total, animal e de carnes; e o
genotipo para o polimorfismo MTHFR C677T.
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Para a pesquisa de variaveis preditoras para a hipometilagdo do DNA
(maiores taxas de incorporacdo de [PH]JdCTP no DNA) foram realizados dois
modelos de regressao logistica. No modelo 1, foram incluidas todas as variaveis
independentes analisadas neste estudo: concentragcbes séricas de vitaminas e
metabdlitos (folato, cobalamina, vitamina B6, metionina, tHcy, MMA, SAM e SAH);
concentragdes de folato eritrocitario; valores da razdo SAM/SAH; variaveis da dieta
(acido fdlico, vitamina B12, vitamina B6, proteina total, animal e de carnes); e o
gendtipo para o polimorfismo MTHFR C677T. Nenhuma variavel foi selecionada
apos o critério de selegcédo Stepwise (Tabela 16).

No entanto, ao incluir um numero menor de variaveis independentes no
modelo 2, foram selecionadas como variaveis protetoras para a hipometilagdo do
DNA: concentragédo de folato sérico inferior a 15,5 nmol/L, concentragdo sérica de
MMA maior que 280,8 nmol/L, consumos alimentares de acido félico e vitamina B6
inferiores a 201,7 pg/dia e 1,23 mg/dia, respectivamente. As interagdes entre folato
sérico < 15,5 nmol/L e acido félico da dieta < 201,7 pg/dia; entre MMA sérico > 280,8
nmol/L e vitamina B6 da dieta < 1,23 mg/dia; e entre os gendtipos CT + TT e idade
gestacional de 36 semanas foram selecionadas como fatores de risco para a
hipometilagdo do DNA (Tabela 16).
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Tabela 16 — Odds ratio para taxas de incorporacédo de [°H]dCTP superiores a 12.240
dpm / 0,5 ug DNA, durante a gestagdo, avaliada por regressao

logistica multivariada utilizando critério de selecdo de variaveis

stepwise

Modelo Variaveis independentes OR (IC 95%) P

1* Nenhuma variavel selecionada

2%% Cobalamina sérica <148,5 pmol/L 0,20 (0,01 -1,74) 0,197
Folato sérico < 15,5 nmol/L 0,06 (0,00 -0,52) 0,027
MMA sérico > 280,8 nmol/L 0,02 (0 -0,49) 0,038
Idade gestacional de 28 semanas 1,99 (0,05 -76,40) 0,685
Idade gestacional de 36 semanas 0,08 (0,00 -1,28) 0,105
Genotipos CT + TT do polimorfismo MTHFR C677T 0,92 (0,24 — 3,55) 0,904
Acido félico da dieta < 201,7 pg/dia 0,01 (0,00 -0,16) 0,005
Vitamina B6 da dieta < 1,23 mg/dia 0,05 (0,00 -0,57) 0,037

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

Folato sérico < 15,5 nmol/L e acido félico da dieta < 22,74 (1,98 — 622) 0,023

201,7 ug/dia

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

IG 28 semanas e gendtipos CT + TT do 1,23 (0,01 —19,20) 0,833
polimorfismo MTHFR C677T

IG 36 semanas e gendtipos CT + TT do 14,76 (1,26 —920) 0,038

polimorfismo MTHFR C677T

dpm: desintegracdes por minuto; tHcy: homocisteina total; MMA: acido metilmalonico; SAM:S-
adenosilmetionina; SAH: S-adenosilhomocisteina; MTHFR: metilenotetraidrofolato redutase; I1G: idade
gestacional. As variaveis da dieta foram ajustadas segundo a energia total (WILETT et al., 1987)

* Variaveis independentes do Modelo 1: concentragdo de vitaminas e metabdlitos no sangue
(cobalamina sérica <148,5 pmol/L, folato sérico < 15,5 nmol/L, folato eritrocitario < 930 nmol/L,
vitamina B6 sérica < 13,5 nmol/L, metionina sérica < 20,6 ymol/L, tHcy sérica > 5,2 ymol/L, MMA
sérico > 280,8 nmol/L, SAM sérica < 54,7 nmol/L, SAH sérica > 13,2 nmol/L, razao SAM/SAH < 4,7),
variaveis da dieta ajustadas segundo a energia total (proteina total < 69,4 g/dia, proteina de carnes <
27,3 g/dia, proteina animal < 33,9 g/dia, vitamina B6 < 1,23 mg/dia, vitamina B12 < 2,09 ug/dia e
folato< 201,7 ug/dia), e os gendtipos CT e TT do polimorfismo MTHFR C677T (CC como referéncia).
** Variaveis independenetes do Modelo 2: concentragdo sérica de vitaminas (cobalamina <148,5
pmol/L, folato < 15,5 nmol/L, vitamina B6 < 13,5 nmol/L), valores de vitaminas da dieta (vitamina B6 <
1,23 mg/dia, vitamina B12 < 2,09 pg/dia e acido félico< 201,7 ug/dia), concentracdes séricas de MMA
e SAM (MMA > 280,8 nmol/L; SAM < 54,7 nmol/L), e os gendtipos CT e TT do polimorfismo MTHFR
C677T (CC como referéncia).
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5 DISCUSSAO

5.1 Discusséao parte | — Grupo Total

A perda de seguimento encontrada no presente estudo € semelhante aquelas
encontradas em outros estudos prospectivos realizados com mulheres gravidas, um
deles foi realizado na Dinamarca, com 41,1% de perdas (MILMAN et al., 2006) e o
outro em Sao Paulo, com falta de seguimento por 45,6% das participantes (MAEDA,
2002).

O consumo alimentar de folato pelas gestantes em nosso estudo apresentou
mediana (262,9 pg/dia) bem abaixo do valor recomendado (600 pg/dia) para manter
adequadas as concentragées de folato sérico e eritrocitario durante a gestacéo
(NATIONAL ACADEMIC OF SCIENCE, 1998). Valores de ingestdo de acido félico
abaixo do recomendado foram também relatados em estudos realizados com
mulheres francesas (268 ug/dia) (MENNEN et al., 2002), dinamarquesas jovens (283
pg/dia) (RASMUSSEN et al., 2000), gregas (234 pg/dia) (VRENTZOS et al., 2006),
mexicanas (400 pg/dia) (TORRES-SANCHES et al., 2006) e gestantes portuguesas
(314,6 pg/dia) (PINTO et al., 2008).

No presente estudo, a mediana de ingestdo de vitamina B12 pelas mulheres
(3,39 pg/dia) foi superior ao EAR desse nutriente (2,2 pg/dia) (NATIONAL
ACADEMIC OF SCIENCE, 1998). O consumo alimentar de cobalamina pelas
gestantes brasileiras foi semelhante ao consumo de mulheres mexicanas (3,7
ug/dia) (TORRES-SANCHEZ et al., 2006); e maior que a ingestdo dessa vitamina
por mulheres gregas (2,2 ug/dia) (VRENTZO et al., 2006) e albanesas (1,8 ug/dia)
(SCHULPIS et al., 2004). Entretanto, a mediana do consumo alimentar de vitamina
B12 pelas gestantes no presente estudo, foi bem menor que a quantidade
consumida por mulheres francesas (6,3 pjg/dia) (MENNEN et al, 2002),
dinamarquesas jovens (5,0 pg/dia) (RASMUSSEN et al., 2000) e gestantes
portuguesas (9,0 pg/dia) (PINTO et al., 2008).

A mediana do consumo de vitamina B6 pelas gestantes (1,51 mg/dia) foi
muito proxima ao EAR dessa vitamina (1,6, mg/dia). Valores semelhantes foram
descritos em estudos realizados com mulheres francesas (1,6 mg/dia) (MENNEN et
al., 2002) e dinamarquesas jovens (1,4 mg/dia) (RASMUSSEN et al., 2000). Porém,
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a ingestao de vitamina B6 foi maior em estudo realizado com gestantes portuguesas
(2,3 mg/dia) (PINTO et al., 2008).

Em nosso estudo, as taxas de inadequacdo de consumo de vitamina B6
(59,6%) e de vitamina B12 (19,2%), foram bem maiores que as taxas de
inadequacao observadas em estudo realizado com gestantes em Portugal (20,8% e
0,0%, respectivamente) (PINTO et al.,, 2008). A alta taxa de inadequagao de
consumo alimentar de acido folico constatada no presente estudo (97,0%), foi
também observada no estudo realizado em Portugal (90,1%) (PINTO et al., 2008);
entretanto, diferente do nosso estudo, quase todas as mulheres portuguesas
(97,0%) faziam uso de suplementagdo com essa vitamina durante a gravidez.

Algumas informagdes importantes sobre a suplementagdo com acido folico e
polivitaminicos foram evidenciadas neste estudo, tais como, a auséncia de uso
dessa suplementacado no periodo pré-gestacional, o fato de quase a metade das
mulheres nao terem feito o uso de acido félico ou polivitaminicos em nenhum
momento da gravidez e de somente 13,6% das mulheres realizarem o uso durante
as trés idades gestacionais estudadas. Esses achados sdo preocupantes uma vez
que as deficiéncias de acido félico e cobalamina foram associadas a complicacdes
na gravidez e malformacgao fetal (ADAMS et al., 1995; BOWER & STANLEY, 1989;
KIRKE et al.,1998; LAURENCE, 1992; McMULLIN et al., 2001).

O uso de suplementacdo com acido félico € recomendado no periodo pré-
gestacional e nas primeiras semanas de gestagdo (periodo em que ocorre o
fechamento do tubo neural), porém nao existe legislagao no Brasil que garanta esta
suplementacao nestes periodos. No presente estudo foi constatado que 43,7% das
mulheres fizeram o uso desse suplemento na 162 semana de gravidez (somando as
frequéncias dos grupos 2, 3 e 4), e essa frequéncia € bem menor do que as
frequéncias relatadas em estudos realizados no Canada (92%) (WEN et al., 2008) e
em Portugal (97%) (PINTO et al., 2008). Nestes estudos, as frequéncias de uso de
suplementagcdo com acido félico no periodo pré-gestacional foram 18,6% em
Portugal e 50% no Canada.

Diferencas no perfil das concentracbes de folato (sérico e eritrocitario) e
vitamina B6 durante a gravidez foram notadas entre as mulheres que fizeram ou n&o
uso de suplementacdo com acido félico ou polivitaminicos. As mulheres do Grupo 1
apresentaram concentragdes reduzidas de folato (sérico e eritrocitario) em todas as

idades gestacionais em relagdo ao grupo 2, sendo estes achados semelhantes aos
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obtidos no estudo de Holmes et al. (2005). Para as gestantes do grupo 4, foi
constatado o aumento do folato eritrocitario a partir da 282 semana de gravidez e,
para as gestantes do grupo 2 foi observada tendéncia a este aumento. Este achado
pode ser explicado pela inexisténcia de suplementagdo no periodo pré-gestacional
e, como o folato & incorporado nos eritrocitos durante a eritropoese (e estes circulam
no sangue periférico por cerca de 90 a 120 dias), a dosagem de folato eritrocitario
reflete a ingestao de acido folico realizada ha alguns meses atras.

A progressiva reducao das concentragdes séricas de cobalamina durante a
gestacao observada em nosso estudo tem sido relatada na literatura e considerada
um processo fisiologico (METZ et al., 1995; MILMAN et al., 2006). Varios fatores
podem contribuir para a variagdo da concentracdo da cobalamina plasmatica, tais
como as alteragdes hormonais, a hemodiluicdo, o aumento das necessidades dessa
vitamina durante a gestacéo e a captacao desta pelo feto (ZAMORANO et al., 1985;
METZ et al., 1995; CIKOT et al., 2001; BAKER et al., 2002; KOEBNICK et al., 2002).

As concentragbes de vitamina B6 aumentaram durante a gestagdo e foram
maiores no grupo 1 com relagdo aos demais. Foi observada, no presente estudo,
correlacao inversa entre as concentragdes séricas de vitamina B6 e folato em todas
as idades gestacionais. Uma hipotese para explicar a diferenga encontrada no grupo
1 seria 0 maior consumo da vitamina B6 em diversas reagdes no metabolismo
materno ou fetal daquelas mulheres que apresentavam maiores concentracdes de
folato, uma vez que o folato atua como substrato para diversas reagdes. A vitamina
B6 atua como cofator em mais de 60 sistemas enzimaticos diferentes, catalisando
uma grande variedade de reagdes, incluindo transaminacdes, fosforilagdes,
desaminagdes, descarboxilagdes e reagdes de clivagem (DONNELY, 2003).

As concentragdes séricas de metionina foram menores na idade gestacional
de 28 semanas quando comparadas com 16 e 36 semanas em todos os grupos. E
possivel que nesta idade gestacional haja maior consumo desse aminoacido para as
reacdes de metilagcéo e sintese protéica, tanto da gestante como do feto.

O aumento das concentragdes de tHcy no final da gravidez, encontrada no
presente estudo, foi relatado em outros estudos (HOLMES et al., 2005; MILMAN et
al., 2006). No estudo de Holmes et al. (2005), as mulheres com idades gestacionais
de 12 semanas apresentaram menores concentra¢des de tHcy quando comparadas
aquelas com idades gestacionais de 35 semanas; e as concentragbes de tHcy na

idade gestacional de 20 semanas foram menores do que as concentragdes na idade
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de 35 semanas (HOLMES et al., 2005), mostrando que, no final da gestacéo, ha
aumento dos valores da tHcy. No presente estudo, as mulheres que nao fizeram
uso de suplementagdo apresentaram maiores concentragdes de tHcy em todas as
idades gestacionais, este achado é similar ao encontrado no estudo de Holmes et al.
(2005), no qual foram observadas menores concentragbes de tHcy em mulheres
com 35 semanas de gravidez quando comparadas as concentracbes de tHcy das
gestantes com mesma idade gestacional que nao fizeram uso de suplementagao.

As concentragbes do MMA aumentaram durante a gravidez em todos os
grupos de mulheres, porém nao houve diferenga significativa entre os grupos; estes
resultados sao semelhantes aqueles descritos por Miman et al. (2006).
Considerando que o MMA é um marcador da deficiéncia de cobalamina, o aumento
da concentracdo desse metabdlito € concordante com a queda das concentracdes
da cobalamina durante a gestacéo.

Segundo nosso conhecimento, nenhum estudo citado na literatura avaliou, até
o presente momento, as concentragdes da SAM, SAH e a razdo SAM/SAH, por
estudo longitudinal na gestacdo. Os valores de SAM na 162 e 282 semanas de
gravidez foram menores que as concentragdes encontradas na 362 semana, e estas
ultimas foram menores que as concentracdes relatadas em estudo realizado com
102 mulheres brasileiras saudaveis e ndo gravidas (79,5 nmol/L) (BARBOSA et al.,
2008), e em estudo realizado com 119 parturientes com idades gestacionais entre
37 e 42 semanas (81 nmol/L) (GUERRA-SHINOHARA et al, 2004). Este achado
sugere que a SAM pode estar sendo utilizada em diversas reacées de metilagao
provavelmente na formagao do feto.

O valor baixo da razdo SAM/SAH foi considerado marcador de deficiéncia de
cobalamina em estudos anteriores realizados com pacientes com anemia
megaloblastica por deficiéncia grave de cobalamina (GUERRA-SHINOHARA et al.,
2007) e em gestantes com concentragdes muito baixas desta vitamina (GUERRA-
SHINOHARA et al., 2004). No presente estudo, a mediana da razdo SAM/SAH foi
maior no inicio da gravidez. Embora, o valor absoluto tenha sido maior do que
aqueles encontrados nos estudos anteriores realizados pelo nosso grupo, esta
comparacao deve ser feita com cautela, pois na gravidez as concentragdes do SAM
e SAH sdo menores do que aquelas observadas no final da gravidez e nas mulheres

nao gravidas.
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Efeito do polimorfismo C677T no gene da MTHFR

A frequéncia do alelo T do polimorfismo MTHFR C677T, obtida no presente
estudo, foi 27,4% e é semelhante aquelas citadas em outros estudos realizados no
Brasil (ALESSIO et al., 2004; CUNHA et al., 2002; PEREZ et al., 2003; BARBOSA et
al., 2008), na Frangca (CHANGO et al.,, 2000; FILLON-EMERY et al., 2004), no
Canada (CHRISTENSEN et al., 1999) e Estados Unidos (RUSSO et al., 2003).

Os grupos estudados séo semelhantes quanto a distribuicdo do alelo mutado
(alelo T) para o polimorfismo MTHFR C677T.

METILACAO DO DNA DURANTE A GRAVIDEZ

Devido a diferenca de tamanho entre os grupos (menor numero de
participantes nos grupos 2 e 4), nao foi possivel a realizacdo de analises estatisticas
utilizando métodos paramétricos, o que pode ter comprometido a observacdo do
efeito isolado ou de interagdes entre as variaveis estudadas no grupo total.

Em todos os grupos foi observada reducao na taxa de metilagdo do DNA na
282 semana de gravidez, quando comparada com as taxas encontradas nas idades
gestacionais de 16 e 36 semanas. Este achado é inédito uma vez que ndo ha
estudos na literatura que relatem a taxa de metilagdo do DNA durante a gestagao.

Diferentes variaveis foram associadas as alteracdes da taxa de metilagao do
DNA nas trés idades gestacionais. O SAH na 162 semana, o gendtipo CC na 282
semana e o MMA na 362 semana foram as unicas variaveis selecionadas em cada
modelo, quando a idade gestacional foi fixada, explicando, respectivamente, 6,2%,
14,9% e 10,9% da variabilidade da taxa de metilagdo do DNA.

Assim como foi observado no presente estudo, concentragcbes elevadas de
SAH foram relacionadas a menores taxas de metilacdo global do DNA em 71
vegetarianos na Alemanha (GEISEL et al., 2005), em 58 mulheres saudaveis nos
Estados Unidos (YI et al., 2000) e em 32 homens em Portugal (17 pacientes com
doencga vascular e 15 individuos saudaveis) (CASTRO et al., 2003).

Diferente do encontrado no presente estudo, dois estudos mostraram que os
portadores de gendtipos TT para o polimorfismo MTHFR C677T apresentaram
menor taxa de metilagdo quando comparados aos portadores de gendtipo CC em

individuos saudaveis (CASTRO et al., 2004) e em pacientes com doencas
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cardiovasculares (FRISO et al., 2002). No entanto, Narayanan et al. (2004), nao
encontraram esta diferenca em individuos escoceses saudaveis.
O efeito do MMA na taxa de metilacdo do DNA nao foi descrito na literatura

até o momento.
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5.2 Discusséo parte Il = Grupo 1

A auséncia de um programa de suplementacdo com acido folico e/ou
polivitaminicos no Brasil possibilitou o estudo de um grupo homogéneo para analise
dos efeitos das vitaminas (sangue e dieta), dos metabdlitos e do polimorfismo
MTHFR C677T.

Embora ndo tenham sido observadas correlagdes entre as taxas de metilagao
do DNA e o consumo de vitamina B12, acido folico, vitamina B6 e proteinas na dieta,
foram observados efeitos importantes destes nutrientes na taxa de metilagdo do
DNA quando a analise multivariada foi realizada.

A auséncia de correlagao entre o consumo alimentar de acido félico e a taxa
de metilagédo foi encontrada em outros estudos realizados em mulheres americanas
(AXUME et al., 2007a) e em australianos jovens (FENECH et al., 1998). Ademais,
também nao foi encontrada correlagao entre a ingestdo de vitamina B12 e alteragdes
nas taxas de metilagcdo global do DNA (FENECH et al., 1998).

Entretanto, a ingestado de acido félico foi associada a taxa de metilagdo global
do DNA em trés estudos realizados com mulheres nos EUA (dois com mulheres na
menopausa e um com mulheres jovens). Nesses estudos, as participantes foram
submetidas a dietas com quantidades restritas de acido félico durante 5 ou 7
semanas, seguidas por dieta com quantidade maiores desta vitamina por mais 7
semanas. Em dois desses estudos, apds o uso da dieta restrita em acido félico, as
mulheres apresentaram menores taxas de metilacdo do DNA (JACOB et al., 1998;
RAMPERSAUD et al., 2000) e, em um dos estudos a diminuicdo da taxa de
metilacdo do DNA foi corrigida com a ingestdo da dieta contendo maior quantidade
desta vitamina (JACOB et al., 1998). No outro estudo, ndo foi observada diminuigéo
da taxa de metilacdo do DNA apds o uso da dieta restrita em acido folico, mas houve
aumento da taxa de metilagdo do DNA apds o uso da dieta com maior quantidade de
folato (SHELNUTT et al., 2004). Os resultados destes estudos sugerem que pode
haver um tempo minimo necessario para observar alteragdes nas taxas de metilacédo
do DNA, e que a analise de resultados dos estudos que avaliam a taxa de metilagao
deve ser feita com cautela, quantificando a taxa em diferentes periodos de tempo,
até que seja conhecido o intervalo ideal para observacédo do efeito. Alem disso, o

uso de dieta com concentragdes conhecidas de acido félico e ou vitamina B12, sao
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uteis para explicar o efeito do consumo destas vitaminas na taxa de metilagdo em
estudos controlados e randomizados.

A gestagao é um periodo em que ocorrem varias alteragbes no metabolismo
materno além da passagem de nutrientes para o embrido ou feto. A avaliacdo da
taxa de metilacdo do DNA neste periodo pode refletir as alteracbes do metabolismo
materno para atender o aumento da taxa de duplicacao celular nas diferentes etapas
da formacéo de feto. Portanto, a idade gestacional é uma variavel importante. No
presente estudo foram avaliadas apenas trés idades gestacionais e mesmo assim
houve uma grande perda de seguimento. Porém importantes resultados foram
obtidos mostrando o efeito da idade gestacional, das vitaminas e do polimorfismo.

De um modo geral, o papel das vitaminas (sangue e dieta) e do polimorfismo
C677T no gene MTHFR na taxa de metilagdo do DNA, ndo pode ser considerado de
modo isolado, pois algumas interagbes foram observadas no modelo multivariado
(GLM), tais como: a) interagdes entre as concentragcdes de folato sérico ou MMA e
as idades gestacionais; b) entre as concentragdes de folato (sérico ou eritrocitario)
ou SAM e o gendtipo CT + TT para o polimorfismo MTHFR C677T; c) entre as
concentragbdes de vitaminas do soro (folato e vitamina B6); d) entre concentragdes
de metabdlitos séricos e dieta (SAM e proteinas de carnes); e) entre as
concentragbes de creatinina e MMA, bem como, as concentragdes de creatinina e
vitamina B6 da dieta. Os dados confirmam que a idade gestacional deve ser
considerada.

Neste modelo foi observado que as menores concentragcbes de folato
eritrocitario foram relacionadas as menores taxas de metilacdo, ndo sendo
observado este efeito em relacdo ao folato sérico. No entanto, a interacéo entre
menores concentragdes de folato sérico e idade gestacional de 36 semanas e
também, menores concentragcdes de folato sérico e gendtipo CT + TT foram
associadas as menores taxas de metilagdo do DNA. Uma explicagdo para a
diferenca encontrada entre o efeito do folato eritrocitario em relagdo ao sérico € que
o primeiro reflete as concentragdes de folato no organismo cerca de trés a quatro
meses atras. E estes dados também remetem para a constatacdo de que existe um
tempo necessario para que os efeitos sejam detectados na taxa de metilagéo.

As menores concentracbes da SAM em conjunto com gendtipo CT + TT, ou

em conjunto com a menor ingestdo de proteinas de carnes foram associadas as
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menores taxas de metilacdo. No entanto, este efeito ndo é observado quando o
efeito da SAM ¢é analisado de modo isolado.

Entretanto, quando a analise das variaveis foram feitas utilizando categorias
foi observado, de modo geral, que o efeito isolado das menores concentragbes de
folato sérico, ou folato da dieta ou vitamina B6 da dieta ou das maiores
concentragcbes de MMA foram associados a odds ratios inferiores a 1 (efeito de
protecdo) para menores taxas de metilagcdo. Contudo, foram observados riscos
aumentados de menores taxas de metilacdo do DNA quando estas variaveis foram
analisadas em conjunto.

As gestantes que apresentaram concentracbes menores de folato sérico e
acido folico da dieta apresentaram 22,7 vezes maior risco de terem menores taxas
de metilagdo quando comparadas com aquelas que apresentavam concentracoes
maiores destas vitaminas no sangue e dieta. Também foi observado que as
gestantes com maiores concentragcbes de MMA e menores concentragbes de
vitamina B6 da dieta apresentaram 26,4 vezes maior risco de apresentarem
menores taxas de metilacdo do DNA em relagdo as demais mulheres. A interacao
entre idade gestacional de 36 e gendtipo CT + TT do polimorfismo também foi
associada ao maior risco de menores taxas de metilagcdo do DNA.

Resumidamente, estes achados mostram que, na gestagao, os efeitos na taxa
de metilagdo sdo decorrentes da interacdo entre fatores nutricionais (consumo
alimentar e concentragdes de vitaminas no sangue) e fatores genéticos (presenga do
alelo mutado do polimorfismo MTHFR C677T) e sao dependentes da idade
gestacional.
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6 CONCLUSOES

A taxa de metilacdo global do DNA sofre alteragbes durante o periodo

gestacional, apresentando valores menores na 28% semana de gravidez.

As seguintes variaveis: concentragbes de folato eritrocitario, vitamina B6
sérica, SAM, creatinina, vitamina B6 da dieta, proteinas de carnes (dieta), idade
gestacional de 36 semanas, o gendtipo CT + TT do polimorfismo MTHFR C677T
foram associadas com a taxa de metilagdo do DNA, bem como as interagdes entre
idade gestacional de 36 semanas e folato sérico ou MMA; entre os gendtipos CT +
TT e folato eritrocitario ou sérico ou SAM; entre folato sérico e vitamina B6; entre
creatinina e MMA ou vitamina B6 da dieta, e entre SAM e proteinas de carnes da

dieta.

As interagdes entre: 1 - menores concentragdes de folato sérico e baixa
ingestdo de acido fdlico; 2 - maiores concentracbes de MMA e baixa ingestado de
vitamina B6; e 3 - idade gestacional de 36 e gendtipo CT + TT do polimorfismo
C677T no gene da MTHFR foram associadas ao maior risco de apresentar menores

taxas de metilagdo do DNA em gestantes.
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ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

ANEXO 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

|- DADOS DE IDENT[FICAGRO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL RESPONSAVEL
1. Nome do Paciente:

Documento de [dentidade NO :.........oeveeevoeeeereiemerenereceiencmeceraenan - D EXOL ™M ()F

Data de Nascimento............. [ S i (R
Enderer;oN"Apto
(=711 1 1 TSRS UNR SRS PRI - o - |- X SNSUUP R S B SN L
CEP:...c..coevsrsesesssossamsomsosssossssssasnsnssnsns NOIBIOMES i tinaesesinssndinen visisbussansar v ememsssas s g unsssesnesssasasiassshiousianss
2, RESPONSAVE] LOGAL. ..vcvucuererusereacireecusssrinsmasssmsesis st s et e e g s e e
Natureza (grau de parentesco, tutor, CUFAOT, BC. ). ... ..ot
Documento de Identidade No............c..occcceeiuisiiienr e serssmmsasassss s e e SEXOL (M ()F

Data de Nascimento:........loccccee S
Endereq:oN° ssnssinspnnss AP criasnsness
BaIIO:. ..o vssvcvisicsamisasvissinsss AMABA s rran e smsrrssmnsms sbpsiszsssseasi CEP: i N8R inssseasesmnesmsasss

il - DADOS SOBRE A PESQUISA

Titulo do Protocolo de Pesquisa: “Avaliagio nutricional, bioquimica e molecular
relacionadas ao metabolismo da cobalamina durante o processo gestacional”.

Pesquisadores:
Prof® Dr® Elvira Maria Guerra Shinohara
Cargo/Fungdo: Docente Inscrigio Conselho Regional de Farmécia —SP N°:9.542

Departamento da FCFAUSP: Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas

Perla Menezes Pereira
Cargo/Fungéo: Aluno Inscricio Conselho Regional de Nutrig&o CRN3: 14198
Departamento da FCF/USP; Departamento de Anélises Clinicas e Toxicolégicas

1. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA
Sem Risco ( ) RiscoMinimo () Risco Médio ( )
Risco Baixo (X) Risco Maior ()

O risco € baixo e decormrente da pungdo venosa.

Duragé&o da Pesquisa: 24 meses

Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE ou
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1 - Justificativa e objetivos da pesquisa:

As justificativas para esse projeto de pesquisa sdo: 1- ja se tem conhecimento que a
deficiéncia de vitaminas, em especial da B12 e do acido félico durante a gravidez pode ser
um fator de risco para as malformagdes do feto que podem acarmretar falhas no
desenvolvimento mental e motor da crianga. 2. Qutra coisa que ja se sabe € que se 0 DNA

v

78



79

Ananka Midori Kubota Anexos

(é o componente mais intimo da bagagem genética que recebemos de nossos pais,
conservado por toda a vida e presente em todas as células do corpo) tiver alteragoes, 0 risco
das malformagdes aumenta, pela relagdo que existe entre os fatores genéticos e os fatores
nutricionais, especialmente se as alteragdes estiverem nos genes que “trabalham™ para
produzir substincias (chamadas de enzimas e proteinas) que garantem a funcdo da vitamina
B12 e do acido folico nas células. O presente estudo € da maior importincia por nio haver
ainda no Brasil dados definitivos a respeito da associagdo da dieta alimentar e as alteragdes
nos genes que produzem enzimas e proteinas importantes para a agio da vitamina B12 e do
acido folico.

Nessa pesquisa vamos avaliar a dieta alimentar através de questionarios para verificar se a
alimentagio da gestante é responsavel pela falta das vitaminas. As coletas do sangue
servirio para o exame das alteragoes do DNA (que nés chamamos de polimorfismos) e
também servirio para observar as alteragdes de varias substincias produzidas no nosso
organismo. Vamos entio estudar os polimorfismos nas enzimas chamadas de MTHFR, MS,
MSR e GCP2 e nas proteinas TC2 e RFCI.

2. Procedimentos que serdo utilizados e propdsitos:

Durante o estudo serdio realizadas trés entrevista e trés coletas de sangue para 0s exames
laboratoriais com 16, 28 e 36 semanas de gravidez.

Os exames que vio verificar se ha ou nio deficiéncia de vitaminas e as alteragbes do DNA
sdo: hemograma,. uréia, creatinina, AST, ALT, dosagem da vitamina B12, Vitamina B6,
acido folico sérico e eritrocitario, ferritina, receptores soliveis de transferrina,
homocisteina total, 4&cido metilmalonico, metionina, S-adenosilmetionina, S-
adenosilhomocisteina, cisteina, cistationina, TOTMC, serina, glicina, alfacetobutirato,
dimetilglicina, metilglicina, pesquisa de hemoglobinas variantes e talassemias, estudo de
polimorfismos em genes MTHFR, MS, MSR, TC2, RFC1, GCP2 e determinagio do grau
de metilagdo do DNA.

3. Desconfortos e riscos esperados;
Os riscos e desconfortos esperados sio minimos: serdo apenas as “picadas” na veia para
retirar um pouquinho de sangue. Serd usado material descartavel.

4. Beneficios que poderio ser obtidos:

Os dados obtidos neste estudo auxiliario no entendimento das causas da deficiéncia da
vitamina B12 durante a gravidez, podendo auxiliar no estabelecimento de agdes durante o
pré-natal. Caso seja diagnosticada deficiéncia de ferro, folato e vitamina B12 no teu
sangue, vocé sera avisada, acompanhada e tratada na UBS do Rio Pequeno, sendo
responsavel pelo teu tratamento a Dra. Lia Regina Harari (CRM 37.205). Nio havera
custos para vocé relativo ao seu tratamento.

5. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo: Ndo serdo
realizados

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA

1. Vocé podera, a qualquer tempo ter informagdes sobre os procedimentos, riscos e beneficios da
pesquisa, para esclarecer suas dividas.
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2. Vocé tem liberdade para retirar seu consentimento, em qualquer fase do estudo. sem que 1sto

lhe traga prejuizo a continuidade de atendimento e assisténcia.

Vocé tem garantia de sigilo, privacidade e anonimalto.

4. Vocé tera direito a uma indenizagdo se houver algum dano a sua saide decorrente desta

pesquisa.

As amostras de DNA colhidas nos exames vio ser armazenadas no Laboratorio de Hematologia

do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

da USP, sob a responsabilidade da Profa Dra Elvira M. Guerra-Shinohara e servirdo para
estudar outras alteragdes em genes relacionados ao metabolismo destas vitaminas. Para isso
vocé sera contatado para conceder ou ndo autorizagd3o para 0 uso do material em futuros
projetos de pesquisa que foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa ¢ pela Comissao

Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

6. Seu prontuario, contendo seus dados individuais ¢ os resultados de testes ¢ exames somente
poderé ser visto pelos pesquisadores envolvidos neste estudo e ndo sera permitido que seu
exame seja visto por qualquer outra pessoa, especialmente patrGes, seguradoras, escolas,
faculdades. Somente com sua autorizagdo expressa, indicando a pessoa ¢ a finalidade € que seus
dados poderdo ser examinados.

(3]

n

V- ]_NFORMAC()ES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Prof* Dr* Elvira Maria Guerra Shinohara e Perla Menezes Pereira
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP — Laboratério de Hematologia.
Av. Prof. Lineu Prestes, n° 580 Bloco 17

Fone: (11) 3091-3635

VI - QUALQUER QUESTAQ, DUVIDA, ESCLARECIMENTO OU RECLAMAGAO
SOBRE OS ASPECTOS ETICOS DESSA PESQUISA, FAVOR ENTRAR EM
CONTACTO COM:

Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Satide do municipio de Sio Paulo.
Rua General Jardim. 36 2° andar Centro — Séo Paulo.
Fone (11) 3218-4043 e-mail: smcep(@prefeitura.sp.gov.br

VII - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que apés ter sido bem esclarecida pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa e autorizo o
armazenamento dos dados e materiais coletados.

Vocé quer tomar conhecimento das informacdes genéticas?. () SIM () NAO

Sio Paulo, de de

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador
ou responsavel legal (carimbo ou nome legivel)



81

Ananka Midori Kubota Anexos

ANEXO 2 — Copia do aval dos Comités de Etica em Pesquisa

/2885 11:51 AB12266453 CONEP PAGE @1

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Naclonal de Satde
Comisséo Nacional de Etica em Pesquiga - CONEP

PARECER N° 250/2005

Registro CONEP: 10626 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projsto)

Reglstro CEP: 221 Processo n° 25000.107125/2004-22
Projeto de Pesquisa: “ Avaliacao nutricional bioquimica e molecular relacionadas ao
metabolismo da cobalamina durante o processo gestacional. “
Pesquisador Responsavel: Dra. Elvira Maria Guerra
institulgdo: Unidades Basicas de Saide da Coordenadoria de Salde da
Subprefeitura do Butantd; CEP da Secretaria Municipal de Satude -SP

ea Temética Especial: Genética Humana e Participagao Estrangeira

Ao se proceder a andlise do projeto de pesquisa em questdo, em
resposia ao Parecer CONEP n° 1907/2004, cabem as seguintes consideragdes:
a) as informagoes enviadas atendem aos aspectos fundamentais da
Res. CNS 196/96 sobre diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos;
b) o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP da
instituicao supracitada.

Diante do exposto, a Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa —
CONEP, de acordo com as atribuicoes definidas na Res. CNS 196/96,
manifesta-se pela aprovagdo do projeto de pesquisa proposto.
Situagao: Projeto aprovado.

Brasilia, 14 de fevereiro de 2005.

C 2B L e

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CNS/MS
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1
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Assisténcia Técnica Académica

Of CEP n® 089/2005

3&o Paulo, 24 de junho de 2005.

limo(a). Sr(a).
Elvira Maria Guerra Shinohara

Senhora Pesquisadora,

Vimos informar que o Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reuniao
redlizada em 25 de outubro de 2004, APROVOU as alteracdes do projeto
“AvdliagGo nutricional, bioquimica e molecular relacionados ao metabolismo da
cobalamina durante o processo gestacional" (Protocolo CEP n° 213) apresentado
por Vossa Senhoria, de inclus@o da determinagdo do grau de metilacao do DNA
nas amostras das gestantes participantes do projeto.

Lembramos, novamente, que apds a execucdo de 50% do cronogramd do
projeto, deverd ser apresentado um relatério parcial, de acorde com o Artigo 18 -
item C, da Portaria FCF-111/97.

Atenciosamente,

Prof?. Dr®. Valentina Porta
Coordenadora do Comité de Efica
em Pesquisa da FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, n°® 580, Bloco 13 A - Cidade Universitdria - CEP 05508-900 - Sio Paulo - sp
Fone: (011) 30913677 - Fax (011 ) 211-8986 - e-mail: rtrigo@usp.br
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Prefeitura do Municipio de Sde Paulo
Secretaria Municipal da Satde
- Coordenagéo de Desenvolvimento da Gestdo Descentralizada — COGest
Comité de Etica em Pesquisa

Sao Paulo, 18 de fevereiro de 2005.

PARECER N°013/2005 — CEP/SMS
Prezado (a) Senhor (a),

Pelo presente, informo que o Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Satde
de Sao Paulo analisou e APROVOU, de acordo com a Resolugdo 196/96, o protocolo de pesquisa
“Avalia¢do nutricional bioquimica e molecular relacionadas ao metabolismo da cobalamina
durante o processo gestacional” — de Registro CEP/SMS n®221/2004 e Registro CONEP 10626 de
autoria do(a) pesquisador(a) Elvira Maria Guerra Shinobara. O projeto foi analisado e APROVADO
pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP , Parecer N°250/2005 — CONEP(anexo).

Como procedimento adotado por este Comité de Etica em Pesquisa, solicitamos a inclusdo, no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido do seguinte: gualquer gquestiio, Qﬁx_ridg esclarecimento ou reclamacdo sobre os
aspectos eticos dessa pesquisa, favor entrar em contato com: Comité de Etica em Pesquisas da Secretaria Municipal da
Sande de Sd#o Paulo — Rua General Jardim, 36 — 2° andar — Telefone: 32184043 — e-mail:
smscep@prefeitura.sp.gov.br.

Lembramos que este parecer nao basta para que seu estudo possa se realizar dentro da unidade,
¢ necessaria também a permissdo administrativa da autoridade sanitaria.
Salientamos os seguintes aspectos a serem considerados pelo pesquisador:

e O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma ou sem prejuizo ao seu cuidado (Res.
CNS 196/96 - item IV.1f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento livre e
esclarecido, na integra, por ele assinado (item IV.2.d)

e O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delinecada no protocolo aprovado.
Eventuais modificagGes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara
e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. O relatorio
final deve ser apresentado ao CEP, logo que o estudo estiver concluido.

Aproveitamos a oportunidade para renovar nossos protestos de elevada estima e consideragao.

Iara oelho thu
Coordenadora do
Comité de Etica em Pesquisa da
Secretdria Municipal da Saide — CEPSMS

Ilmo(a) Sr.(a)

Elvira Maria Guerra Shinohara

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP
Nesta

Rua General Jardim, 36 — 2° andar — Vila Buarque — S3o Paulo, SP - CEP 01223—010 Telefone (11) 3218-4043
e-mal; smscep@prefeitura.sp.gov.br homepage: hitp://portal.prefeitura.sp.gov.b jas/! /organizacao/cepsms/0011




