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RESUMO

ESTUDO DA PREVALÊNCIA DO POLIMORFISMO C677T NO GENE DA 
ENZIMA METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUTASE (MTHFR); 
ASSOCIAÇÃO COM HEMOGLOBINAS VARIANTES E FATORES LIGADOS AOS 
NÍVES SÉRICOS DE HOMOCISTEÍNA EM RECÉM-NASCIDOS DE DUAS 
MATERNIDADES DE SALVADOR-BAHIA. FÁBIO DAVID COUTO. O 
metabolismo da fiomocisteina pode ser afetado por carência nutricional de 
vitaminas (Be, B12 e folatos) ou por alterações genéticas que afetam o 
funcionamento de enzimas envolvidas em sua via metabólica. A homozigose para 
a mutação C677T no gene da enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) 
tem sido relacionada com a hiperhomocisteinemia, descrita como fator de risco 
importante e Independente para a ocorrência de doenças cardiovasculares. As 
hemoglobinopatias estruturais, principalmente a hemoglobina S, também tem sido 
associada a estes eventos. No presente estudo foi determinada a prevalência da 
mutação C677T da MTHFR, por PCR e RFLP, em 843 recém-nascidos de 
Salvador-Bahia, correlacionando a presença desta mutação com o perfil de 
hemoglobinas determinado por HPLC. Os níveis séricos de homocisteína, vitamina 
Bi2 e folatos foram determinados em um subgrupo de 75 recém-nascidos, com os 
diferentes genótipos para o polimorfismo C677T da MTHFR: 25 selvagens (C/C), 
25 heterozigotos (C/T) e 25 homozigotos (T/T) mutantes, todos portadores de 
hemoglobina AA. A freqüência do alelo T foi de 23,4%, com prevalências de 
36,2% da heterozigose e 5,3% da homozigose para o polimorfismo C677T da 
MTHFR. O alelo T foi normalmente distribuído entre os gêneros (p = 0,206) e entre 
os diferentes genótipos de hemoglobinas p = 0,696. Diferenças estatísticas nâo 
foram encontradas para os níveis de homocisteína, folatos e vitamina B12 entre os 
diferentes genótipos do polimorfismo C677T da MTHFR. Contudo as análises 
estratificadas para os níveis de folatos e vitamina B12 demonstraram que os 
recém-nascidos com níveis destas vitaminas abaixo dos valores medianos e 
portadores dos genótipos C/T e T/T apresentaram maior freqüência entre os 
neonatos com níveis de homocisteína acima de 6,7 |amol/L. Também foram 
encontradas diferenças estatisticamente significantes entre os pesos dos recém- 
nascidos e os níveis de folatos (p = 0,043). Nossa população apresenta freqüência 
elevada do alelo T do polimorfismo C677T da MTHFR associada as 
hemoglobinopatias estruturais, o que pode influenciar na incidência das doenças 
vasculares freqüentemente observadas entre os portadores de hemoglobinopatias 
estruturais. De acordo com os resultados, os folatos são poderosos preditores dos 
níveis de homocisteína assim como do peso dos recém-nascidos, independente 
da mutação C677T; contudo, este efeito é potencializado pela presença da 
homozigose do alelo T.

Palavras chave. Enzimas. Vitaminas. Homocisteína. Triagem neonatal. Bahia
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PREVALENCE STUDY OF THE C677T METHYLENETETRAHYDROFOLATE 
REDUCTASE (MTHFR) GENE POLYMORPHISM, AND ITS ASSOCIATION 
WITH VARIANT HEMOGLOBINS, HOMOCYSTEINE SERUM LEVELS, AND 
RELATED FACTORS IN NEWBORNS FROM TWO MATERNITIES HOSPITAL 
IN SALVADOR-BAHIA-BRAZIL. FÁBIO DAVID COUTO. The homocysteine 
metabolism is affected by nutritional status of B12 and folate vitamins or can 
results from genetics mutations of genes responsable for proteins expression 
involved in re-methylation or trans-sulphuration metabolism pathway. A 
common mutation, C677T, in the methylenetetrahydrofolate reductase gene 
(MTHFR) reduces the MTHFR activity and increase the total homocysteine 
serum levels (tHcy). Hyperhomocysteinaemia has been identified as a risk 
factor for cardiovascular disease as established for variant hemoglobins. Here 
we investigated the C677T mutation prevalence in MTHFR gene by PCR and 
RFLP techniques, in 843 neonates from Salvador-Bahia-Brazil, and its 
coexistence with variant hemoglobins, which was determinated by HPLC. We 
estimated homocysteine, B12, and folate vitamins serum levels concentrations 
by chemiluminescence in a subgroup of 75 neonates with hemoglobin AA 
pattern, carriers different genotypes for MTHFR polimorphism: 25 wide type 
(C/C), 25 heterozygous (C/T), and 25 mutant homozygous (T/T). The mutant 
allele frequency was 0.23. Among heterozygous and mutant homozygous 
states the prevalence for polymorphism C677T of MTHFR gene were 36.2% 
and 5.3%, respectively. No gender (p = 0.206) or hemoglobin genotypes (p =
0,696) related differences were observed for T allele distribution, even for 
homocysteine, folate, and B12 vitamin levels among different MTHFR 
polymorphism. Stratified analysis for B12 vitamins or folate levels showed high 
frequency of newborns C/T and T/T with homocysteine levels above 6.7 |imol/L 
in the groups of B12 vitamin and folate levels below of it median values. 
Statistical differences was found in newborns with low folate serum levels and 
weight according to them with it serum levels above of it median value (p =
0.043). The 672 studied newborn population had high frequency of T allele 
associated with variant hemoglobins. It become important once may contribute 
for occlusive vascular disease development. Our results showed relationship 
among folate and homocysteine serum levels, that folate is an important 
homocysteine serum levels predictor as well newborns weight, and this effect 
can be enhanced by T allele homozygouse.

Key words. Enzymes. Vitamins. Homocysteine. Newborn screening. Bahia.



1.1 ESTRUTURA E FUNÇAO DA ENZIMA METILENOTETRAHIDROFOLATO 

REDUTASE(MTHFR)

O gene que codifica a enzima citoplasmática metilenotetrahidrofolato redutase 

(MTHFR) em humanos, está localizado no braço curto do cromossomo 1, região

36.3 (1p36.3) (GOYETTE et al., 1994). A MTHFR é uma flavoproteína constituída 

por 656 amonoácidos, que utiliza Nicotina Adenina Dinucleotídeo Fosfato (NADPH) 

como doador de elétrons e Flavina Adenina Dinucleotídeo (FAD) como cofator 

enzimático (KUTZBACH & STOKSTAD, 1971). Esta enzima é alostericamente 

inibida pela S-adenosilmetionina (AdoMet), o que previne a depleção do 

metilenotetrahidrofolato nas células (JENCKS & MATTHEWS, 1987).

A atividade da MTHFR tem sido demonstrada em vários organismos, 

incluindo bactérias, leveduras, plantas superiores e mamíferos (ROJE et al., 1999). 

Estruturalmente, a MTHFR é um homodímero com subunidades de 77 kilodaltons 

(kDa) que apresentam dois domínios espacialmente distintos; um domínio amino- 

terminal (-NH2) catalítico de aproximadamente 40 kDa que possui 0 FAD como grupo 

prostético ligado não covalentemente; e 0 domínio carboxi-terminal (-COOH) de 37 

kDa que contém o sítio de ligação para a AdoMet localizado entre os dois domínios 

(SUMNER et al., 1986). Em Escherichia coli, a MTHFR (MetF) apresenta-se como 

um homotetrâmero formado por subunidades de 33 kDa, que utiliza Nicotinamida 

Adenina Dinucleotídeo (NADH) como agente redutor. O domínio catalítico -NH2 da 

MetF possui 30% de similaridade com 0 de humanos e também contém o FAD como 

grupo prostético ligado não covalentemente. SHAN et al. (1999) demonstraram que
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a MTHFR de leveduras da linhagem MET11 é funcionalmente homóloga a de 

humanos e que a linhagem met1V, portadora de uma deleção no gene que codifica 

a MTHFR, serve como modelo para caracterizar a estrutura dos domínios da enzima 

humana e os efeitos das alterações em seqüências de DNA complementar (cDNA).

Funcionalmente, a MTHFR catalisa a redução do 

metilenotetrahidrofolato (CHa-THF) a A/®-metiltetrahidrofolato (CH3-THF) que, nos 

mamíferos, é a forma predominante de folato circulante no sangue e um dos 

doadores principais de unidades monocarbonadas responsáveis pela remetilação da 

homocisteína à metionina (SCRIVER et al., 1995).

1.2 OS POLIMORFISMOS DA ENZIMA MTHFR

A deficiência da MTHFR tem sido descrita como 0 principal erro inato do 

metabolismo de folatos, caracterizado por uma herança autossômica recessiva, que 

resulta em hiperhomocisteinemia, homocisteinúria e hipometionemia (SCRIVER et 

al., 1995; GOYETTE et al., 1995).

O estudo realizado após 0 isolamento de cDNA da MTHFR por GOYETTE et 

al. (1994) permitiu a realização de análises mutacionais neste gene, proporcionando 

a definição de domínios importantes da enzima e a realização da correlação 

genótipo/fenótipo em pacientes com esta deficiência enzimática (FROSST et al., 

1995; GOYETTE et al., 1995). Dezesseis mutações já foram identificadas neste 

gene (GOYETTE et al., 1994 e 1995; FROSST et al., 1995; GOYETTE et al., 1996; 

VAN DER PUT et al., 1998), dentre elas as substituições de nucleotídeo C -> T na 

posição 677 (C677T) por FROSST et al. (1995) e a mutação 1298 A C (A1298C) 

por VAN DER PUT et al. (1998). Estas são as mais bem estudadas, pois estão



relacionadas a alterações da atividade enzimática e conseqüentemente na sua via 

metabólica. A primeira, conduz á substituição de uma alanina por uma valina na 

posição 225 (Ala ^  Vai) no domínio catalítico da enzima, resultando em uma forma 

termolábil que apresenta atividade enzimática reduzida e está correlacionada com o 

aumento de homocisteína plasmática. A hiperhomocisteinemia é considerada como 

um fator de risco independente para a ocorrência de doenças cardiovasculares 

(PANCHARUNITI et al., 1994; MONTALESCO et al., 1997; OU et al., 1998; 

ANDERSON et al., 2000; ARONOW & AHN, 2000; FOWKES et al., 2000), derrame 

cerebral (ARONOW et al., 2000) e arteriosclerose (TSAl et al., 2000), e o 

polimorfismo C677T além de estar associado ao aumento de homocisteína sérica, 

também tem sido relacionado a eventos de não disjunção cromossômica (JAMES et 

al., 1999; HOBBS et al., 2000) e má formação do tubo neural (VAN DER PUT et al., 

1996; VILLARREAL et al., 2001). A segunda alteração mais bem caracterizada da 

MTHFR é a substituição A1298C, que conduz á substituição de um ácido glutâmico 

por uma alanina (Glu ^  Ala), no domínio regulatório -COOH da enzima. Esta 

alteração não tem sido relacionada com o aumento de homocisteína plasmática ou 

com 0 risco de doenças cardiovasculares; entretanto, SZCZEKLIK et al. (2001), 

demonstraram que este polimorfismo pode estar associado ao risco precoce de 

doença arterial coronária, independente dos níveis séricos de homocisteína, 

vitaminas B12 e Be.

1.3 DISTRIBUIÇÃO DO ALELO T DO POLIMORFISMO C677T DA MTHFR

A diminuição da atividade e da termolabilidade enzimática da MTHFR 

associada ao polimorfismo C677T foi primeiro descrita por FROSST et al. (1995) na



França, estudando leucócitos de pacientes que apresentavam doenças vasculares 

prematura. A prevalência desta mutação varia entre diferentes grupos étnicos, sendo 

mais freqüente em caucasóides. Em seu estudo, FROSST et al. (1995), encontraram 

freqüência de 38% para o alelo mutante (T) e prevalências de 37%, 51% e 12% para 

os genótipos selvagem (C/C), heterozigoto (C/T) e homozigoto mutante (T/T), 

respectivamente. Outros estudos determinaram a freqüência da substituição C ^  T 

em diversas regiões, sendo que na Itália, a freqüência do alelo mutante varia de 42% 

a 48,4% e apresenta prevalência elevada para os diferentes genótipos, alcançando 

de 52,5% a 54,84% para o genótipo C/T e 15,7% a 21,5% para o T/T (GIRELLI et al., 

1998; MOTTI et al., 1998; D’ANGELO et al., 2000). Na cidade de Tsuchiura-Japão, 

OU et al. (1998), encontraram 39% de freqüência para o alelo T, sendo 51% C/T e 

13,5% T/T. Em Barcelona-Espanha, CARDO et al. (2000) encontraram freqüência 

para o alelo mutante de 45%, com prevalências de 60,7% e 14,3% dos genótipos 

C/T e T/T, respectivamente; nos Estados Unidos, LINFERT et al. (2001) encontraram 

42,6% de freqüência para o alelo mutante, com 55,3% correspondendo ao genótipo 

C/T e 14,9% ao T/T; e FRANCO et al. (1998) investigaram a prevalência desta 

mutação em quatro grupos étnicos distintos e encontraram as seguintes freqüências 

do alelo T: caucasóides, com descendência européia, 36,2%; asiáticos, 40%; negros 

americanos, 5,2%; índios brasileiros, 24%; e negros brasileiros, 12%. As 

prevalências dos genótipos nas populações de negros e índios brasileiros foram 

relativamente baixas quando comparada a outros grupos étnicos, encontrando 20% 

do genótipo C/T e 2% do T/T entre os negros e 32,5% do genótipo C/T e 7,8% do 

T/T no grupo das tribos indígenas. Ainda no Brasil, ARRUDA et al. (1998), 

investigaram a prevalência do polimorfismo em grupos étnicos distintos, encontrando 

10% entre descendentes de caucasóides; 1,45% em um grupo de indivíduos negros;



e 1 ,2% em índios, sugerindo que a realização de uma triagem para este alelo na 

população brasileira pode ser útil na identificação de indivíduos que apresentam 

risco elevado para a ocorrência de doenças vasculares.

1.4 O METABOLISMO DA HOMOCISTEÍNA

A homocisteína é um aminoácido intermediário originado durante a 

demetilção da metionina (NELSON & COX, 2000). O seu metabolismo pode ser 

afetado por carência nutricional de vitaminas essenciais para a síntese de metionina, 

0 que ocasiona o aumento dos seus níveis plasmáticos (PANCHARUNITI et al., 

1994; STABLER et al., 1997; JACOBSEN, 1998). Várias formas de vitaminas do 

complexo B (vitaminas Be e B12) e ácido fólico atuam como cofatores enzimáticos na 

interconversâo de grupamentos monocarbonados nas diferentes vias do 

metabolismo da homocisteína: remetilação ou transsuifuração (SCRIVER et al., 

1995; GIRELLI et al., 1998; MINET et al., 2000). Durante 0 ciclo da remetilação, é 

incorporado a homocisteína um grupamento metil derivado do N̂ - 
metiltetrahidrofolato. Esta reação é catalisada pela enzima metionina sintetase 

dependente da vitamina B12. Em certas condições, quando há no organismo um 

excesso de metionina ou existe a necessidade da síntese de cisteína, a 

homocisteína entra na via da transsuifuração, condensando-se com a serina para 

formar cistationina. Esta reação é catalisada pela cistationina-y^sintetase, 

dependente da vitamina Be. A cistationina é subseqüentemente hidrolisada para 

formar cisteína, que pode ser incorporada a glutationa ou ser metabolizada a sulfato 

e excretada na urina (WELCH & LOSCALZO, 1998) (Figura 01). A maioria dos 

estudos está de acordo que os níveis de homocisteína plasmática devem estar no



limite de até 10 ^mol/L (JACOBSEN, 1998; UELAND et al., 2000; BRATTSTRÔM & 

WILCKEN, 2000). O estudo de “meta-anáiise” demonstrou que o aumento de 

homocisteína plasmática em 5 (imol/L está relacionado como fator de risco para 

doença arterial coronariana, apresentando “odds ratio” de 1,6 para homens e 1,8 

para mulheres (BOUSHEY et al., 1995).

Dieta

Figura 01. Metabolismo da homocisteína: 
vias da remetilação e da transsuifuração. 
Adaptado de W E L C H  &  LOSCALZO 
(1998).

Glutationa



1.5 MICRONUTRIENTES: VITAMINA B12 E FOLATOS

As vitaminas são nutrientes orgânicos presentes em pequenas concentrações 

no organismo humano, apresentando uma variedade grande de funções bioquímicas 

(MURRAY et al., 1993). Geralmente não podem ser sintetizadas e são adquiridas 

através da dieta ou por microrganismos presentes no intestino que auxiliam na 

digestão (NELSON & COX, 2000). A subnutrição, bem como uma dieta pobre em 

nutrientes, promovem efeitos variados no organismo devido as diversas atividades 

metabólicas que as vitaminas executam (MCARDLE & ASHWORTH, 1999). 

Freqüentemente a subnutrição está associada com a deficiência múltipla de 

vitaminas, mas a carência de vitaminas específicas podem caracterizar síndromes 

bem definidas. A falta de vitamina B12 por exemplo, pode causar anemia 

megaloblástica, resultando em um quadro clínico caracterizado por manifestações 

neurológicas (MURRAY et al., 1993; NELSON & COX, 2000). O ácido fólico também 

é considerado um nutriente importante para 0 bom desenvolvimento mental (MRC 
Vitamin Study Research Group, 1991).

Além da dieta, a vitamina B12 é sintetizada exclusivamente por algumas 

espécies de microrganismos (MURRAY et al., 1993). Nos animais é armazenada no 

fígado e é encontrada na forma de metilcobalamina, adenosilcobalamina e 

hidroxicobalamina. A metilcobalamina é uma coenzima na conversão da 

homocisteína para metionina e metiltetrahidrofolato para folato (NELSON & COX, 

2000). Esta reação apresenta 0 benefício de manter o estoque de metionina e deixar 

disponível 0 tetrahidrofolato para participar na síntese de purinas e pirimidinas 

(WEIR & SCOTT, 1999). A deficiência de vitamina B12 durante a gravidez retarda a 

mielinização do sistema nervoso central do feto, ocasionando distúrbios



neurológicos, que podem ser revertidos após o nascimento com administração 

adequada desta vitamina (MCARDLE & ASHWORTH, 1999).

O ácido fólico atua como cofator enzimático em numerosas reações 

bioquímicas devido à sua capacidade de doar e receber unidades monocarbonadas 

(MURRAY et al., 1993). Assim como a vitamina B12, o folato não pode ser sintetizado 

pela via de novo e deve ser adquirido exclusivamente pela dieta ou pela quebra dos 

nutrientes por microrganismos presentes no intestino (DUTHIE, 1999). A deficiência 

de folatos tem sido demonstrada como a deficiência vitamínica mais comum nos 

Estados Unidos, afetando mais de 10% da população adulta em geral e até 60% das 

populações de jovens e idosos com baixo padrão sócio-econômico (DUTHIE, 1999). 

Além da anemia megaloblástica, a ingestão inadequada de folatos durante a 

gravidez tem sido relacionada com defeitos na formação do tubo neural em recém- 

nascidos {MRC Vitamin Study Research Group, 1991). Outras associações com 

doenças malignas demonstram que sua deficiência está envolvida no 

desenvolvimento de câncer (GERSHONI-BARUCH et al., 2000), induzindo á 

ocorrência de danos citogenéticos e mutações, in vitro e em in vivo, que resultam em 

aberrações cromossômicas e formação de micronúcleos (DUTHIE, 1999).

Durante a gravidez, mães e bebês apresentam atividade metabólica, 

renovação, crescimento e diferenciação celular intensos, acompanhados da 

necessidade de taxas elevadas de síntese de DNA (MINET et al., 2000), que por sua 

vez está associada a necessidade aumentada de vitaminas B12, Be e folatos. Além 

disso, durante este período, as mães encontram-se susceptíveis a alterações nos 

suprimentos alimentares (MCARDLE & ASHWORTH, 1999), que além de poderem 

causar morte íntra-uterina do feto, também promovem alterações no peso e nas



funções de órgãos neonatais, possibilitando o aparecimento de seqüelas clínicas na 

vida adulta.

1.6 Polimorfismo C677T da MTHFR, Níveis de Folatos, Vitaminas B12 e 

Hiperhomocisteinemia Associada a Outras Síndromes

1.6.1 Polimorfismo C677T, Hiperhomocisteinemia e Doenças Cardiovasculares

Doenças muitifatoriais como as cardiovasculares têm se tornado a maior 

causa de morte em países desenvolvidos. Vários fatores como hipertensão, 

diabetes, hábito de fumar e hiperlipidemia, passaram a ser considerados de 

importância prognóstica para estas doenças. Na última década, grande atenção foi 

dada ao controle do aumento da homocisteína plasmática, assim como do colesterol, 

na prevenção das doenças vasculares (MONTALESCOT et al., 1997).

A presença de concentrações elevadas de homocisteína plasmática ou sérica 

é considerada um fator de risco independente para a ocorrência de arteriosclerose 

(HASSAN & MARKUS, 2000; TSAl et al., 2000), doenças arteriais coronarianas, 

derrame cerebral (PERRY et al., 1995; CARDO et al., 2000; HASSAN & MARKUS, 

2000; KIRCHER & SINZINGER, 2000), e trombose venosa (DEN HEIJER et al., 

1995), sendo este risco modificado pelas concentrações de folatos e vitaminas do 

complexo B (PANCHARUNITI et al., 1994; WELCH & LOSCALZO, 1998). UBBINKet 

al. (1993) realizaram estudo sobre os níveis de homocisteína, correlacionando-os 

aos níveis de viatminas B12, Be e folatos, e demonstraram que 56,8%, 25% e 59,1%, 

respectivamente, dos participantes com hiperhomocisteinemia apresentaram 

concentrações subótimas destas vitaminas.



Vários fatores têm sido investigados relativos à participação da homocisteína 

nas patologias vasculares. A determinação de seus níveis plasmáticos em 

populações com incidência baixa de doenças arteriais coronarianas demonstram que 

0 metabolismo efetivo deste aminoácido associado ao componente genético do 

indivíduo são fatores que protegem contra estas doenças, sendo, ainda, os negros 

menos susceptíveis a estes episódios (UBBINK et al., 1995). Entretanto, a maioria 

dos estudos não conseguem atribuir as diferenças existentes no metabolismo da 

homocisteína exclusivamente aos fatores nutricionais e genéticos, pois, em adição 

às deficiências das vitaminas Be, B12 e folatos e das alterações genéticas que 

causam alterações no funcionamento de enzimas envolvidas em suas vias 

metabólicas (cistationina-y^sintetase, MTHFR e metionina sintetase), as doenças 

renais e pacientes transplantados para este órgão constituem outros grupos 

relacionados com níveis elevados de homocisteína em risco para a ocorrência de 

doenças cardiovasculares (CHIARELLI et al., 2000; SERAFINOWICZ et al., 2000; 

MEROUANlet al., 2001).

Em relação ao polimorfismo C677T da MTHFR, FROSST et al. (1995) 

demonstraram que os níveis médios de homocisteína plasmática em indivíduos 

homozigotos para a mutação C677T da MTHFR foram quase duas vezes maiores do 

que para os indivíduos heterozigotos e com genótipo selvagem. MONTALESCOT et 

al. (1997) encontraram em pacientes franceses com doenças arteriais coronarianas, 

níveis significativamente maiores de homocisteína quando comparado a indivíduos 

controles. Estas evidências associadas a outros estudos prospectivos demonstram 

que 0 aumento moderado nos níveis de homocisteína plasmática ou sérica constitui 

um fator de risco para doenças arteriais coronarianas, cerebrais e periféricas 

(PERRY et al., 1995; CHRISTENSEN et at. 1997; TONSTAD et al., 1997; ARONOW
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& AHN, 2000), sendo atribuído 10% de todos os riscos cardiovasculares ao aumento 

dos níveis deste aminoácido (BOUSHEY et al., 1995).

1.6.1.1 Mecanismo de Acão da Hiperhomocisteinemia

O efeito da hiperhomocisteinemia na aterogênese não é bem compreendido. 

A homocisteína é rapidamente auto-oxidada quando adicionada ao plasma e 

associadas a outros grupos tiois, resultando na formação de espécies de oxigênio 

reativas (peróxido de hidrogênio e ânions superóxido) causadores do estresse 

oxidativo (JACOBSEN, 1998). Vários mecanismos têm sido propostos sobre a ação 

da hiperhomocisteinemia nas doenças vasculares. Estes envolvem danos ao DNA e 

disfunções no endotélio vascular que expõem a matriz subendotelial e promovem a 

ativação plaquetária resultando na formação dos trombos sangüíneos (WELCH & 

LOSCALZO, 1998). Outros fatores como a redução da atividade do sistema da 

glutationa peroxidase; estimulação de vias procoagulantes e inibição das vias 

fibrinolíticas e anticoagulantes, como das proteínas C e S (WRIGHT et al., 1997); 

bem como o efeito mitogênico na proliferação do músculo liso; e promoção da 

interação entre leucócitos e o endotélio vascular, têm sido identificados como 

patognomônicos desta doença (THAMBYRAJAH & TOWNEND, 2000) (Figura 02). 

Muitos destes fatores podem ser explicados pela redução da biodisponíbilidade de 

óxido nítrico nas células endoteliais, sendo esta uma via final para a toxicidade 

vascular induzida pela hiperhomocisteinemia (FOWKES et al., 2000). Mais 

recentemente, a participação do fator tecidual (CD142), considerado como um 

ativador importante da cascata da coagulação na homeostase foi investigado 

(KHAJURIA & HOUSTON, 2000). A expressão exacerbada deste fator no sistema
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vascular tem sido relacionada como causa da coagulação patológica. Apesar da via 

bioquímica não ser ainda bem conliecida, KHAJURIA & HOUSTON (2000) 

demonstraram que este aminoácido é altamente específico para a expressão do 

CD142, sendo esta a primeira evidência do mecanismo direto da homocisteína na 

indução da trombose.
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Figura 02. Efeito potencial adverso da hiperhomocisteinemia. Adaptado de 
T H A M B Y R A J A H  & TOWNEND, 2000.



1.6.2 Polimorfismo C677T, Hiperhomocisteinemia e Anemia Falciforme

A formação de trombos vasculares é uma complicação comum na doença 

falciforme, o que causa a morte de adultos e crianças (BUNN & FORGET, 1986). Os 

trombos são ocasionados principalmente por células irreversivelmente falcizadas 

que obstruem a microvascularização (LEE et al., 1992). O risco atribuído para a 

ocorrência do primeiro evento de acidente vascular cerebral nas primeiras duas 

décadas de vida de pacientes faicêmicos (SS) é de 0,76 por cem pacientes por ano. 

BALKARAN et al. (1992) realizando estudo na população Jamaicana, encontraram 

em 310 indivíduos com idades de 9 a 17 anos em acompanhamento desde o 

nascimento, uma prevalência de 7,8% de acidente vascular cerebral (AVC). OHENE- 

FREMPONG et al. (1998) realizaram o Cooperative Study of Sickle Cell Disease nos 

EDA e demonstraram incidência de 0,61 casos de AVC em 100 pacientes faicêmicos 

por ano. A importância da trombogênese na patofisiologia da doença falciforme tem 

sido discutida ainda que de forma muito incipiente (SERJEANT, 1995; RODGERS, 

1997). Interações vasculares complexas resultando em distúrbios do fluxo 

sangüíneo, adesão eritrocitária anormal, ativação plaquetária e alterações das 

células endoteliais podem conduzir à formação do trombo (RODGERS, 1997). 

Evidências indiretas, através do estudo de células endoteliais circulantes, 

demonstram que o endotélio vascular é anormalmente ativado na doença falciforme, 

apresentando aumento da expressão de moléculas de adesão; moléculas de adesão 

intercelular (ICAM), moléculas de adesão ás células vasculares (VCAM), E-selectina 

e fator tecidual (CD142) (SOLOVEY et al., 1997, 1998 e 2001).

A mutação C677T da MTHFR está associada ao aumento da homocisteína 

plasmática (FROSST et al., 1995; MOTTI et al., 1998; GIRELLI et al., 1998;
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HUSTAD et al., 2000) e pode contribuir para a ativação de moléculas procoagulantes 

como CD142 (KHAJURIA & HOUSTON, 2000) em pacientes faicêmicos, 

potencializando o efeito pró-inflamatório em que estas células se encontram 

(SOLOVEY et al., 2001). Uma vez que pacientes faicêmicos possuem um 

requerimento aumentado de vitaminas do complexo B e folatos devido ao processo 

contínuo de hemólise (BEUTLER et al., 1990) é possível que a associação com 

outros fatores de riscos como o polimorfismo C677T da MTHFR, mutação G1691A 

no gene do Fator V de Leiden, considerado como o segundo fator de risco mais 

comum para trombose vascular e a mutação G20210A no gene da protrombina, que 

está associada a níveis elevados de protrombina e ao aumento de três vezes para a 

ocorrência de trombose venosa (POORT et al., 1996), possam agir sinergisticamente 

na gravidade das manifestações vaso-oclusivas dos pacientes com anemia 

falciforme.

CUMMING et al. (1999) demonstraram que a mutação C677T da MTHFR não 

está relacionada com a predisposição a hiperhomocisteinemia quando o suprimento 

de folatos é adequado. Entretanto, estudos de caso-controle realizados em 

pacientes SS e normais (AA) demonstraram que as concentrações de vitaminas B12 

e folatos plasmáticos destes pacientes, mesmo quando não apresentam níveis mais 

baixos que os controles normais, estão sempre em níveis subótimos devido á 

reciclagem elevada dos eritrócitos, ou em decorrência da diminuição do metabolismo 

destas vitaminas nas células vermelhas, propondo que a presença de concentrações 

elevadas de folatos seriam necessárias para a manutenção dos níveis de 

homocisteína nestes pacientes (VAN DER DIJS et al., 1998).

Cumpre ressaltar que a população do Estado da Bahia além de apresentar 

elevada miscigenação racial (KRIEGER et al., 1965) também possui freqüência
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elevada para a hemoglobina S com ocorrência do traço faicêmico entre 5 a 6% 

(SALZANO, 1985; NASCIMENTO et al., 1986; OLIVEIRA, 1999) tornando comum a 

anemia falciforme na região com estimativa de um nascimento de portador desta 

doença a cada 400 nascimento. Por estes motivos, existe uma probabilidade 

elevada para o desenvolvimento de eventos trombóticos nesta população, 

reforçando a necessidade de um programa que vise a sua educação nutricional e o 

estudo de marcadores genéticos.

1.6.3 O Polimorfismo C677T e Câncer

Em 2000, aproximadamente 1.200.000 casos novos de câncer foram 

diagnosticados nos Estados Unidos, com aproximadamente 552 mil mortes. Cerca 

de um terço destas mortes estariam relacionadas com fatores nutricionais e 

comportamentais (American Cancer Society. Cancer Facts & Figures 2000).

As bases moleculares para os diversos tipos de cânceres estão ligadas à 

presença de mutações no DNA. Algumas mutações têm sido mais comumente 

avaliadas, como os polimorfismos nos genes que codificam enzimas envolvidas no 

processo de metilação e no reparo do DNA; genes envolvidos no metabolismo de 

carcinógenos; oncogenes e genes supressores de tumor (HOULSTON & 

TOMLINSON, 2001). Em relação a metilação do DNA, anomalias gene-específicas 

contribuem para a ativação de protooncogenes e perda ou diminuição da expressão 

de genes supressores de tumor (CONTRAN et al., 1999). A metilação do DNA pode 

ser influenciada pela disponibilidade de unidades doadoras de grupo metil 

(HOULSTON & TOMLINSON, 2001). As concentrações de A/̂ -metiltetrahidrofolato, 

unidade monocarbonada responsável pela remetilação da homocisteína para
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metionina é influenciada pela absorção de folatos no organismo ou pela deficiência 

da atividade de enzimas envolvidas nesta via metabólica. O polimorfismo C677T da 

MTHFR contribui para a diminuição das concentrações de A/̂ -metiltetrahidrofolato, 

(FROSST et al., 1995) e conseqüentemente de S-adenosilmetionina (SAM), doador 

universal de grupamentos metil para as metiltransferases com acúmulo de 

homocisteína e S-adenosilhomocisteína (SAH). A redução de SAM:SAH diminui a 

eficiência da DNA (5-citosina) metiltransferase e está associada a hipometilação do 

DNA (JAMES et al., 1999) (Figura 03), contribuindo desta forma para a ativação de 

protooncogenes e indução de transformações malignas (DUTHIE, 1999). Por outro 

lado, uma maior biodisponíbilidade de N̂ , A/^°-metilenotetrahidrofolato favorece a 

biossíntese de timidina em vez do acúmulo de uridina, que poderia ser incorporada 

ao DNA, principalmente durante a mitose exacerbada que as células cancerígenas 

apresentam, constituindo-se em pontos de quebras cromossômicas importantes 

durante o reparo do DNA (DUTHIE, 1999; WIEMELS et al., 2001). Isto revela a 

importância dos folatos na manutenção da integridade do material genético.

É importante observar que alguns tipos de neoplasias têm sido relacionados 

com a mutação C677T da MTHFR. Ora como um fator de risco, a exemplo do câncer 

gástrico e de cólon (HOULSTON & TOMLINSON, 2001; SHEN et al., 2001), ora 

atribuindo um efeito protetor em alguns casos de leucemias (SKIBOLA et al., 1999; 

WIEMELS et al., 2001). Mesmo que estas neoplasias apresentem etiologias e 

mecanismos diferentes, estes estudos demonstram a necessidade de novas 

investigações para a sua elucidação e da participação das mutações da enzima 

MTHFR na patogênese das neoplasias.
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I Metilayao do DMA |

Figura 03. IMetaboíismo de folatos ligados a metilação do DNA. S A M  (S- 

adenosilmetionina); SAH (S-adenosilhomocisteína); dTMP (desoxitimidina 

monofosfato); d U M P  (desoxiuridina monofosfato), B-12 (vitamina B 12). 

Adaptado de JAMES et al. (1999).

1.6.4 Mutação C677T e Risco para Espinha Bífida

Ainda que 0 mecanismo molecular permaneça desconhecido, a 

suplementação periconcepcional com folatos reduz a ocorrência e a recorrência de 

riscos para defeitos do tubo neural {MRC Vitamin Study Research Group, 1991; 

CZEIZEL & DUDÁS, 1992). MILLS et al. (1995), demonstraram que mães de recém- 

nascidos com má formação do tubo neural apresentaram concentrações de 

homocisteína acima dos valores normais e CZEIZEL & DUDÁS (1992) que a 

suplementação vitamínica reduz a primeira ocorrência de defeitos no tubo neural. 

Estes estudos estão de acordo com os achados de LÓPEZ et al. (2001) sugerindo 

que as deficiências de folatos associadas à presença da mutação C677T no gene da 

MTHFR em mães são fatores de riscos para defeitos graves no desenvolvimento do



tubo neural de recém-nascidos. VAN DER PUT et al. (1995 e 1996) realizaram 

estudo familial e encontraram um valor de "odds ratio" de 3,7 (1C 1,5 - 9,1, 95%) para 

a presença de espinha bífida e a mutação C677T da MTHFR em homozigose nas 

mães; 2,2 (1C 0,8 - 6,3) para os pais; e 2,9 (1C 1,0 - 7,9) para os pacientes em 

relação ao grupo controle. Além disso, os indivíduos homozigotos para a mutação 

C677T da MTHFR apresentaram atividade enzimática acentuadamente diminuída. 

Estes resultados demonstram que os genótipos dos pais contribuem para o risco de 

espinha bífida nos recém-nascidos. Estes dados foram reforçados por SHAW et al. 

(1998) que também encontraram associação positiva para a homozigose do alelo T 

e espinha bífida, com “odds ratio” de 1,6 (1C 0,8 -  3,1).

1.6.5 Mutação C677T e Síndrome de Down

A síndrome de Down, ou trissomia do cromossomo 21, é o distúrbio 

cromossômico mais comum e estudado, constituindo a causa genética mais 

freqüente de deficiência mental grave. É uma doença genética complexa que resulta 

da presença e expressão de três cópias de genes localizados no cromossomo 21 

(THOMPSON et al., 1993; VOGEL & MOTULSKY, 2000). Além da trissomia livre do 

21, que constitui aproximadamente 95% dos casos de não-disjunção cromossômica, 

a síndrome de Down pode ocorrer por translocação robertsoniana em 4%, bem 

como por mosaicismo em 1% dos casos descritos (THOMPSON et al., 1993). 

Contudo, a origem destes eventos é ainda desconhecida e controversa (HASSOLD 

et al., 2001) existindo a necessidade de estudos envolvidos em mecanismos 

celulares e moleculares que focalizem os eventos de não-disjunção dos 

cromossomos. Ensaios clínicos e experimentais têm mostrado que a hipometilação
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do DNA está associada com a instabilidade e com a segregação anormal dos 

cromossomos. JAMES et al. (1999) sugeriram que interações entre os genes e os 

nutrientes associadas ao metabolismo anormal de folatos e a hipometilação do DNA 

possam aumentar o risco de não-disjunção cromossômica. Neste estudo, 

demonstraram que mães de crianças com síndrome de Down e portadoras do 

polimorfismo C677T da MTHFR apresentaram níveis moderados de homocisteína 

plasmática e um risco de 2,6 vezes maior (1C 1,2 a 5,8, p = 0,03) de conceber 

crianças com esta síndrome quando comparado a um grupo controle constituído por 

mães sem este polimorfismo genético. Este estudo inicial indicou que o metabolismo 

de folatos foi anormal nas mães de crianças com síndrome de Down, evento 

explicado, em parte, pela mutação no gene da MTHFR. Resultados consistentes 

com os dados anteriores foram observados por HOBBS et al. (2000) que 

investigaram o polimorfismo C677T da MTHFR em 157 mães de crianças com 

síndrome de Down e 144 mães controles, encontrando um “odds ratio” de 1,91 (1C 

de 1,19 a 3,05).

Assim as investigações dos polimorfismos da MTHFR são de extrema 

importância, uma vez que esta enzima apresenta papel fundamental no metabolismo 

dos folatos que são nutrientes e cofatores enzimáticos envolvidos em reações 

metabólicas vitais para a integridade do DNA.
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2.1 OBJETIVO GERAL

• Determinar a prevalência da mutação C677T da MTHFR em uma população de 

recém-nascidos de duas maternidades da cidade de Salvador-Bahia 

correlacionando com a presença de hemoglobinas variantes e níveis séricos de 

homocistéina, Vitamina B12 e folatos.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

• Realizar a caracterização molecular da mutação C677T da MTHFR;

• Determinar o perfil de hemoglobinas variantes;

• Determinar os níveis séricos de homocisteína, folatos e vitamina B12.
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3 JUSTIFICATIVA

A mutação C677T da enzima citoplasmática MTHFR apresenta prevalência 

elevada em várias populações (FRANCO et al., 1998), o que torna o seu estudo 

de grande interesse em populações que apresentam freqüência elevada de outros 

fatores de riscos, como as hemoglobinopatias no Estado da Bahia. Esta mutação 

pontual, que constitui um evento de transição com substituições de bases 

pirimídicas C ^  T, modifica a atividade da enzima e altera sua atividade fisiológica 

(FROSST et al., 1995), afetando o ciclo de conversão da homocisteína para a 

metionina e, conseqüentemente, aumentando os seus níveis plasmáticos 

(SCRIVER et al., 1995; GIRELLI et al., 1998). Nas duas últimas décadas a 

hiperhomocisteinemia tem sido alvo constante de investigações relativas a gênese 

de doenças cardiovasculares (PANCHARUNITI et al., 1994; MONTALESCO et al., 

1997; OU et al., 1998; ANDERSON et al., 2000; ARONOW & AHN, 2000; 

FOWKES et al., 2000). A MTHFR é uma enzima chave no metabolismo dos 

folatos, envolvido em uma série de reações bioquímicas, como a remetilação da 

homocisteína, síntese e metilação do DNA (MURRAY et al., 1993). Mais 

recentemente, estudos têm mostrado que os polimorfismos no gene da MTHFR 

podem estar ligados a várias desordens genéticas, como câncer (HOULSTON & 

TOMLINSON, 2001; SHEN et al., 2001), síndrome de Down (JAMES et al., 1999; 

HOBBS et al., 2000), defeitos na formação do tubo neural (VAN DER PUT et al., 

1995) e associados a fenômenos trombóticos nas hemoglobinopatias, 

principalmente na anemia falciforme (MOTTI et al., 1998; GIRELLI et al., 1998;
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HUSTAD et al., 2000). Pelo fato de algumas destas desordens, a exemplo da má 

formação do tubo neural, ocorrerem por falhas no desenvolvimento pós- 

concepcional, tanto os genótipos dos pais como dos fetos podem representar 

fatores de riscos para esta alteração (JAMES et al., 1999). Entretanto, a utilização 

adequada de suplementação alimentar com micronutrientes (vitaminas B12 e 

folatos) demonstra uma diminuição de risco para a ocorrência e recorrência deste 

evento (CZEIZEL & DUDÁS, 1992; LÓPEZ et al., 2001), fato que revela a 

importância de sua investigação na forma de exames pré-natal. Por outro lado, 

assumindo a síndrome de Down como exemplo, observa-se que a não disjunção 

meiótica é pré-concepcional e maternal em 95% dos casos, sendo o genótipo e a 

exposição ambiental das mães os maiores determinantes da sindrome 

(THOMPSON et al., 1993). JAMES et al. (1999) demonstraram que o metabolismo 

normal de folatos é importante não apenas para os eventos pós-concepcionais, 

como 0 fechamento do tubo neural, mas também para eventos pré-concepcionais, 

como a segregação normal dos cromossomos durante a divisão celular. Pelo fato 

da expressão fenotípica do genótipo da MTHFR variar com o padrão nutricional de 

folatos do indivíduo, o mesmo genótipo materno pode apresentar uma expressão 

variável dependendo do estagio reprodutivo específico, da gravidade da 

insuficiência de folatos, ou ambos (JAMES et al., 1999). Desta forma, é também 

importante a investigação pré-concepcional deste polimorfismo, bem como das 

condições nutricionais da mulher.

De acordo com o National Newborn Screening & Genetics Resource Center 
(NNSGR. National Newborn Screening & Genetics Resource Center, 1997) uma 

série de desordens genéticas estão incluídas no programa de triagem neonatal de

22



1997 nos Estados Unidos, dentre elas está a investigação para homocisteinúria e 

hemoglobinopatias, esta última com prevalência elevada e representando um 

grupo expressivo de doenças genéticas na Bahia (AZEVEDO et al., 1981). Esta 

observação abre uma perspectiva para a investigação molecular dos 

polimorfismos genéticos de enzimas envolvidas no metabolismo do aminoácido 

homocisteína (metilenotetrahidrofolato redutase, metionina sintetase e cistationina- 

P-sintetase) e a sua associação com outros fatores de riscos para doenças 

vasculares, já descritos em nossa população, como as hemoglobinopatias. 

Cumpre ressaltar que pacientes com anemia falciforme apresentam requerimento 

aumentado de folatos e vitamina B12 devido ao processo de hemólise constante e 

renovação das células vermelhas, fato que pode resultar no aumento de 

homocisteína (VAN DER DIJS et al., 1998) e potencializar os seus efeitos danosos 

para o sistema vascular.

Diante destas observações, este trabalho é de grande importância como 

pioneiro na determinação da prevalência do polimorfismo C677T da MTHFR em 

recém-nascidos de duas das principais maternidades de Salvador-Bahia e sua 

associação com outros fatores de riscos como as hemoglobinopatias, bem como 

pela avaliação da associação do polimorfismo C677T e níveis séricos de 

homocisteína e sua relação com os níveis de vitamina B12 e folatos, considerados 

cofatores enzimáticos importantes envolvidos na via metabólica da homocisteína.
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Foi realizado um inquérito epidemiológico em recém-nascidos das 

Maternidades Tsylla Balbino (SESAB/SUS) e Hospital Santo Amaro, cujas 

gestantes foram originárias de diversos bairros da cidade do Salvador e região 

metropolitana no Estado da Bahia.

Estas maternidades apresentam características bem distintas quanto ao 

perfil de seus clientes, principalmente no que diz respeito aos níveis social e 

econômico. A maternidade pública Tsylla Balbino atende em média 10.500 

gestantes por ano, sendo estas, em sua grande maioria, pertencentes à classe 

de baixo poder aquisitivo. O Hospital Santo Amaro, maternidade privada, 

atende em média 3.500 gestantes por ano, pertencentes, predominantemente, 

à classe social média e alta. Durante o período de coleta na maternidade 

pública, fevereiro a junho de 2000, foram registrados 2958 nascimentos por 

parto normal, sendo coletadas 22,82% (675) do seu total. A classificação do 

gênero dos recém-nascidos foi registrada em nosso banco de dados em 575 

casos, sendo 48,9% (281) do gênero masculino e 51,1% (294) do feminino. As 

análises moleculares para o polimorfismo C677T da MTHFR foram realizadas 

em 87,2% (589) e a determinação do perfil de hemoglobinas em 73,1% (494) 

do total das amostras. Na maternidade privada, as coletas foram realizadas 

entre agosto e dezembro de 2000. Foram registrados 1043 nascimentos neste 

período, sendo 947 cesárias, 89 partos normais e 5 fórceps. As amostras 

coletadas no Hospital Santo Amaro corresponderam a 26,37% (275) dos 

nascimentos. Os gêneros foram cadastrados em nosso banco de dados em 

260 casos, sendo 54,6% (116) do gênero masculino e 55,4% (144) do feminino.
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O polimorfismo C677T da MTHFR foi determinado em 80,7% (222) recém- 

nascidos e 0 perfil de hemoglobina foi estudado em 24,35% (254) do total das 

amostras coletadas. A determinação dos níveis séricos de homocisteína, 

folatos e vitamina B12 foram realizadas em 25 recém-nascidos portadores dos 

diferentes genótipos da MTHFR (C/C, C/T e T/T), separados aleatoriamente, 

após a exclusão dos recém-nascidos portadores de hemoglobinas variantes 

(Esquema 01).
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Esquema 01. Resumo da casuística, demonstrando o número de 
amostras estudadas para a caracterização molecular do polimorfismo 
C677T da MTHFR, identificação dos perfis de Hb e dosagem de 
homocisteína, folatos e vitamina B 12 séricos.



Como critério de inclusão dos recém-nascidos no estudo, utilizou-se o 

fato de serem nativivos e possuírem amostras de sangue do cordão umbilical 

coletadas pelos profissionais dos respectivos hospitais, história obstétrica e 

pregressa (Anexo) obtida através da entrevista e consulta aos prontuários 

médico/hospitalar das mães e dos recém-nascidos na maternidade Tsylla 

Balbino, ou pelo prontuário médico/hospitalar, na maternidade do Hospital 

Santo Amaro. Foi considerado também, a assinatura do Termo de 

Consentimento informado pelos pais ou responsáveis pelos recém-nascidos 

(Anexo), com idade igual ou maior a 18 anos, após informação dos objetivos e 

finalidades da pesquisa. Como critérios de exclusão, foram adotados: a recusa 

em assinar o termo de consentimento pelos responsáveis, a recusa em 

responder ao questionário, na Tsylla Balbino, ou a ausência dos prontuários 

médico/hospitalar em ambas maternidades, bem como a presença de doenças 

congênitas.

As amostras coletadas foram encaminhadas ao Laboratório de Patologia 

e Biologia Molecular (LPBM) do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz da 

Fundação Oswaldo Cruz (CPqGM - FIOCRUZ), para realização das análises 

hematológicas e moleculares; ao Laboratório de Pesquisas em Anemias da 

Faculdade de Farmácia - UFBA para a determinação do perfil de 

hemoglobinas; e ao LACEN - Laboratório Central do Estado para a 

determinação das concentrações séricas de homocisteína, folatos e vitamina 

Bi2-
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5.1 COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE DOS RECÉM-NASCIDOS

As amostras de sangue foram coletas diretamente do cordão umbilical após 

o parto e delivramento, sendo cinco mililitros (ml) de sangue em EDTA (ácido 

etileno diaminotetracético sódico), na concentração de 1,5 mg/mL (DACIE & 

LEWIS, 1984) e 10 ml sem anticoagulante. As amostras foram utilizadas para a 

extração do DNA (ácido desoxirribonucléico) genômico, determinação do perfil das 

hemoglobinas e obtenção do soro, respectivamente.
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5 MATERIAIS E MÉTODOS

5.2 DETERMINAÇÃO DO PERFIL DE HEMOGLOBINAS

O perfil de hemoglobinas foi determinado por HPLC (Cromatografia Líquida 

de Alta Pressão) pelo princípio de troca iônica, utilizando o aparelho BIO-RAD, 

modelo VARIANT '̂''' e o k\{ comercial Sickle Cell Short Program, referência do 

catálogo 270-0500, que consiste de dois recipientes com capacidades para 2,5 L 

contendo tampões de fosfato de sódio com menos de 0,05% de azida sódica 

denominados de 1 e 2; um reservatório com capacidade para 1,8 L contendo 

solução de lavagem composta por água deionizada com menos de 0,05% de 

azida sódica; duas colunas analíticas responsáveis pelas realizações das trocas 

iônicas com dimensões de 4,6 mm x 30 mm, capazes de realizarem 500 análises 

cada; calibradores padrões que funcionam como marcadores de tempo de 

retenção, constituído por hemolisado liofilizado, com os tipos de hemoglobinas



humanas F, A, E e S e F, A, D e C, preservado com gentamicina, tobramicina e 

EDTA; e um cartão de leitura ROM, constituído por um “chip" de memória de 

leitura programável.

O procedimento para as análises foi iniciado pela adição de 5 |il de amostra 

de sangue do cordão umbilical em 500 (j.1 de água destilada, adicionadas a 

cubetas com 1 ml de capacidade. Os calibradores foram avaliados antes de cada 

processamento das amostras, de acordo com as recomendações do fabricante.

5.3 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS SÉRICOS DE HOMOCISTEÍNA

Os níveis séricos de homocisteína foram determinados pelo método de 

Imunoensaio de Polarização Fluorescente (FPIA). As análises foram realizadas no 

aparelho IMx® System -  Automated Immunoassay Analyzer dos Laboratórios 

Abbott, utilizando o kit comercial para determinação de homocisteína da Abbott, 

constituído por um recipiente com capacidade para 4,5 ml de solução de pré- 

tratamento contendo ditiotreitol (DTT) e adenosina em ácido cítrico; recipiente com 

capacidade para 10,5 ml de S-adenosil-L-homocisteína Hidrolase (bovina) em 

tampão fosfato com proteína (bovina) estabilizadora; recipiente com capacidade 

para 10,5 ml de anticorpo em tampão fosfato com proteína (de porco) 

estabilizadora; azida sódica como agente preservador; recipiente com capacidade 

para 10,5 ml contendo traço de fluoresceína de S-adenosil-L-cisteína em tampão 

fosfato com proteína (bovina) estabilizadora e azida sódica como agente 

preservante. O método utiliza o princípio de redução da homocisteína total, para
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obter homocisteína livre, utilizando DTT. Para o ensaio, após calibração do 

aparelho, foram utilizados reagentes controles para níveis de 7,0, 12,5 e 25,0 

l^mol/L de homocisteína. Duzentos |al de cada amostra de soro foram utilizados 

para a determinação dos níveis séricos de homocisteína de acordo com as 

recomendações do fabricante.

5.4 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS SÉRICOS DE VITAMINA B12

A quantificação da vitamina B12 foi realizada pelo método de imunoensaio 

por eletroquimioluminescência de competição. As análises foram realizadas 

utilizando-se 0 aparelho Analisador de Imunoensaio Elecsys 2010 -  Hitachi 
Boehringer Mannheim com o kit comercial Elecsys Vitamin B12 (Roche), que 

consiste de recipiente com capacidade para 4 ml com reagente de pré-tratamento

1, contendo 1.028 g/L de DTT e estabilizador em pH 5,5; recipiente com 

capacidade para 4 ml do reagente de pré-tratamento 2, composto por solução de 

hidróxido de sódio 36 g/L e cianeto de sódio a 2.205 g/L; recipiente com 

capacidade para 6,5 ml contendo micropartículas recobertas com estreptoavidina 

0,72 mg/ml e 470 ng de biotina/mg; recipiente com capacidade para 10 ml 

contendo fator intrínseco de porco marcado com rutênio 4 |ag/L, cobinamida 

dicianida 15 |^g/L, albumina de soro humana e tampão fosfato pH 5,5; e recipiente 

com capacidade para 8,5 ml, contendo conjugado de vitamina Bi2-biotina 25 |ag/L,

3 i^g/L de biotina, tampão fosfato pH 7 e reagente estabilizador. As análises foram 

realizadas após calibração do aparelho e utilização do reagente controle para o
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teste. Foram adicionados 400 fxl de soro em cubetas específicas de acordo com as 

recomendações do fabricante.

5.5 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS SÉRICOS DE FOLATOS

A determinação quantitativa de folato sérico foi realizada pelo método de 

imunoensaio por eletroquimioluminescência de competição. As análises foram 

realizadas utilizando-se o aparelho Analisador de Imunoensaio Elecsys 2010 -  

Hitachi Boehringer Mannheim e o kit comercial Elecsys para determinação de 

folatos sérico (Roche), que consiste de recipiente com capacidade para 4 ml 

contendo reagente de pré-tratamento 1, consistindo de monotioglicerol 12,66 g/L 

em pH 5,5; recipiente com capacidade para 4 ml do reagente de pré-tratamento 2, 

constituído por solução de hidróxido de sódio 37 g/L; recipiente com capacidade 

para 6,5 ml de micropartículas recobertas com estreptoavidina 0,72 mg/ml e 470 

ng de biotina/mg; recipiente com capacidade para 10 ml contendo folato marcado 

com rutênio ligado à proteína na concentração de 35 |^g/L, estabilizador, tampão 

borato/fosfato/citrado em pH 5,5; recipiente contendo folato biotinilado 18 )ag/L, 

120 |xg/L de biotina, estabilizador, albumina de soro humano, tampão borato pH 9 

e reagente preservador. Foram adicionados 400 |̂ l de soro em cubetas 

específicas, de acordo com as recomendações do fabricante.
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5.6 ANÁLISE MOLECULAR

5.6.1 Extração do DNA genômico

O DNA genômico foi extraído de leucócitos em 100 1̂ de sangue de cordão 

umbilical, utilizando-se o Kit GFX™ Genomic Blood DNA Purification KIT 
{Amersham Pharmacia Biotech). Quinhentos p.L da solução de extração (solução 

tampão contendo substância caotrópica e detergente) foram adicionadas em 

eppendorf contendo 100 p,l de sangue total, seguido de agitação em vortex e 

incubação por 5 minutos à temperatura ambiente. A mistura foi transferida para a 

coluna GFX e centrifugada a 8000 rpm (rotações por minuto) (~5000 x g) por 1 

minuto em centrífuga eppendorf (modelo Centrifuge 5402), desprezando-se o 

conteúdo no tubo coletor. Adicionou-se 500 î L da solução de extração à coluna 

GFX e centrifugou-se a 8000 rpm por 1 minuto. Após a centrifugação, a mistura 

contida no tubo coletor foi desprezada. Quinhentos fxL da solução de lavagem 

(tampão Tris-EDTA/Etanol Absoluto) foram adicionados à coluna GFX e 

centrifugados a 13000 rpm por 3 minutos. Após esta etapa, desprezou-se o tubo 

coletor e a coluna GFX foi transferida para eppendorf de 1,5 ml. Foram 

adicionados à coluna GFX, 100 |j,L de água Mili-Q estéril a temperatura de 70° C 

com incubou-se a mistura por 1 minuto à temperatura ambiente. Posteriormente o 

tubo foi centrifugado a 5000 x g para obtenção do DNA genômico.
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5.6.2 Estudo Molecular Para Determinação da Mutação C677T da MTHFR

A caracterização molecular do polimorfismo C677T no gene da enzima 

MTHFR foi realizada utilizando-se oligonucleotídeos sintéticos {primers) que 

permitiram a amplificação seletiva de seqüências específicas pela técnica de PCR 

(Reação em Cadeia da Polimerase) (FROSST et al., 1995) (Quadro. 01). Após a 

amplificação, o produto obtido foi digerido com a enzima de restrição Hinfí {New 
England BioLabs Inc.). A reação de PCR foi realizada em ciclador de temperatura 

{GeneAmp PCR System 2400 - Perkin Elmer) e o produto da amplificação foi 

analisado por eletroforese em gel de agarose (SIGMA for routine use) a 1,5% em 

tampão TAE (Tris-acetato-EDTA) IX, pH 8,3 e o análise da digestão do produto 

de PCR foi realizada em gel de agarose (SIGMA High Resolution) a 2,5% corado 

com brometo de etídio a 0,002% (SAMBROOK et al., 1989). O corante azul-de- 

bromofenol/xilenocianol/sacarose (0,25%/0,25%/40%), na proporção de 1:6, foi 

utilizado para o acompanhamento visual das amostras durante a eletroforese. 

Cada reação possuiu controles negativo e positivo, para testar a presença de 

contaminantes e confirmar a fidelidade da reação.

Quadro 01. Seqüências dos oligonucleotídeos sintéticos (primers) utilizados 

na investigação da mutação C677T da MTHFR.
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Seqüência dos Oligonucleotídeos Sintéticos 5'- 3'
Posição

TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA 
AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG

Direto
Reverso



5.6.3 Protocolo de Amplificação da PCR (Reação em Cadeia da Polimerase)

A reação da PCR foi realizada utilizando-se o tampão contendo 200 mM de 

Tris-HCI pH 8,4 e 500 mM de KCI; cloreto de magnésio (MgCb) 2,5 mM; 200 ^M 

de solução contendo desoxinucleosídeos trifosfato (dNTPs) (dATP, dTTP, dCTP e 

dGTP); 12,5 pmoles de cada oligonucleotídeo sintético; e 2,5 U da enzima Taq 
DNA Polimerase (GibcoBRL - Life Thecnologies do Brasil), em um volume final de 

50 |j,l. A reação foi incubada em ciclador de temperatura, consistindo de um ciclo 

inicial a 94°C por 5 minutos e 35 ciclos de: 94°C por 45 segundos, 62°C por 45 

segundos e 72°C por um minuto, mais um ciclo final de 72°C por 7 minutos 

(Adaptado de FROSST et al., 1995), obtendo-se um produto final de 198 pares de 

bases (pb).
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5.6.4 Protocolo para RFLP (Análise de Fragmentos por Enzima de Restrição)

A digestão do produto amplificado na reação de PCR foi realizada à 37°C, 

em reação de 30 )al, contendo: 20 î l do produto de PCR (s 80 ng de DNA 

amplificado); 1 U da enzima de restrição Hirrf I (New England BioLabs Inc.)] 3 jai do 

tampão comercial concentrado 10X (50 mM de NaCl, 10 mM de Tris-HCI, 10 mM 

de MgCl2, 1 mM de DTT) pH 7,9; e 6,5 1̂ de água destilada estéril. O produto da 

digestão foi analisado por eletroforese em gel de agarose, em condições já 

descritas, sendo esperado para os recém-nascidos sem o polimorfismo um 

fragmento de 198 pb, igual ao produto original obtido na reação de PCR; os



heterozigotos, foram visualizados três fragmentos, com, 198, 175 e 23 pb; e nos 

homozigotos, dois fragmentos com 175 e 23 pb (FROSST et al., 1995).
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5.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA

As análises estatísticas foram realizadas em banco de dados criado no 

"software" EPI-INFO versão 6.04, utilizando os testes do qui-quadrado (x )̂, 

Kruskal-Wallis e o teste de Fisher, este último quando a amostragem foi menor 

que cinco. O valor de p considerado como limite de significância estatística foi de < 

0,05 (5%), relativo à probabilidade do erro tipo I (erro a).
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6 RESULTADOS

6.1 PREVALÊNCIA DO POLIMORFISMO C677T DA MTHFR EM UMA POPULAÇÃO 

DE RECÉM-NASCIDOS PROVENIENTES DE DUAS MATERNIDADES DE 

SALVADOR-BAHIA.

A prevalência do polimorfismo C677T da enzima MTHFR obtida pela investigação 

molecular (Figuras 04 e 05) na população de 843 recém-nascidos, apresentou 

freqüência de 23,4% do alelo mutante.

Figura 04. Gel de agarose a 1,5% em tampão Tris-Acetato-EDTA IX, pH 8.3 
demonstrando amplificação por PCR de seqüência do gene da MTHFR. 
Posição M = marcador de pares de bases Ladder de 100; Posições de 1-5, 
amostras amplificadas; Posições P e N correspondem aos controles 
positivo e negativo da reação.
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Figura 05. Gel de agarose 2,5% em tampão Tris-Borato-EDTA IX, pH
8.3, demonstrando a digestão do produto da PCR em seqüência do 
gene da MTHFR com a enzima Hinfl. Posição M = Marcador de pares 
de base Ladder de 50. Posições de 01 a 03 recém-nascidos 
heterozigotos; Posições de 04 a 07 normais; 08 e 09, homozigotos 
para o polimorfismo C677T da MTHFR.



Cinqüenta e oito e meio por cento (493) dos recém-nascidos apresentaram 

genótipo selvagem (C/C); 36,2% (305) foram heterozigotos (C/T); e 5,3% (45) foram 

homozigotos (T/T) (Figura 06). A análise estatística não apresentou diferenças 

significativas quanto a distribuição dos diferentes genótipos da MTHFR entre os 744 

recém-nascidos que tiveram os gêneros determinados; o teste de qui-quadrado (x )̂ foi 

de 3,15 e o valor de p = 0,206. Entre os 353 (47,4%) recém-nascidos do gênero 

masculino, 135 (38,2%) apresentaram genótipo C/T; e 22 (6,2%) o T/T. Entre os do 

gênero feminino, 134 (34,3%) foram C/T e 17 (4,3%) T/T. Na maternidade Tsylla 

Balbino, do total de 621 análises para determinação do polimorfismo C677T, a 

freqüência do alelo T foi de 21,6%. Duzentos e dezesseis recém-nascidos (34,8%) 

apresentaram o genótipo C/T e 26 (4,2%) T/T (Figura 07). Na maternidade do Hospital 

Santo Amaro, das 275 amostras coletadas, o polimorfismo C677T foi determinado em 

222 recém-nascidos com freqüência do alelo T de 28,7%. Oitenta e nove recém- 

nascidos (40,1%) apresentaram genótipo C/T e 19 (8,6%) o T/T (Figura 07). Foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas quanto a prevalência do genótipo 

T/T nas diferentes maternidades, com freqüências mais elevadas na maternidade do 

Hospital Santo Amaro. O teste do foi de 8,08 e o valor de p = 0,004. Em relação ao 

genótipo C/T, o x̂  foi de 3,64 e o valor de p = 0,056.
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Figura 06. Representação gráfica da distribuição do polimorfismo C677T em 843 
recém-nascidos das maternidades do Hospital Santo Amaro e Tsylla Balbino. ( ) 
número de recém-nascidos. Genótipos para o polimorfismo C677T da MTHFR: 
selvagem (C/C), Heterozigoto (C/T) e Homozigoto (T/T).

Figura 07. Representação gráfica da distribuição do polimorfismo C677T 
da MTHFR. 7A maternidade Tsylla Balbino. 7B maternidade do Hospital 
Santo Amaro. ( ) número de recém-nascidos. Áreas 1, 2 e 3 correspondem 
aos genótipos C/C, C/T e T/T respectivamente. A freqüência do genótipo 
T/T foi maior na maternidade do Hospital Santo Amaro, teste de = 8,08 e 
p = 0,004.



6.2 PREVALÊNCIA DE HEMOGLOBINAS VARIANTES NA POPULAÇÃO DE RECÉM- 

NASCIDOS PROVENIENTES DE DUAS MATERNIDADES DE SALVADOR-BAHIA.

O perfil de hemoglobinas foi investigado em 748 recém-nascidos. Destes, 646 

(86,4%) apresentaram o padrão FA; 59 (7,9%) o padrão FAS; 31 (4,1%) o padrão FAC; 

11 (1,5%) FSC; e 01 (0,1%) FS (Figura 08). Na maternidade Tsylla Balbino, a 

distribuição para os diferentes perfis de hemoglobinas apresentou: 402 (81,4%) FA; 52 

(10,5%) FAS; 28 (5,7%) FAC; 11 (2,2%) FSC; e 01 (0,2%) FS (Figura 9A). Na 

maternidade do Hospital Santo Amaro a distribuição de hemoglobinas apresentou: 244 

(96,1%) FA; 03 (1,2%) FAC; 07 (2,8%) FAS (Figura 9B). Cumpre ressaltar que as 

freqüências para as hemoglobinas variantes S e C foram maiores entre os recém- 

nascidos da maternidade pública Tsylla Balbino do que entre os da maternidade do 

Hospital Santo Amaro (Figura 09)
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Figura 08. Representação gráfica da distribuição dos perfis de hemoglobinas 
em 748 recém-nascidos provenientes das maternidades Tsylla Balbino e do 
Hospital Santo Amaro. ( ) número de recém-nascidos. FA, FAS, FAC, FSC e 
FS representam os diferentes perfis de hemoglobinas encontrados.
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Figura 09. Representação gráfica da distribuição dos diferentes perfis de 
liemogíobinas. 9A maternidade Tsylla Balbino. 9B maternidade do Hospital 
Santo Amaro. ( ) número de recém-nascidos. 1, 2, 3, 4 e 5 representam os 
perfis de hemoglobinas: FA, FAC, FAS, FSC e FS, respectivamente.

6.3 PREVALÊNCIA DO POLIMORFISMO C677T DA MTHFR ASSOCIADA AO PERFIL 

DE HEMOGLOBINAS

A análise do polimorfismo C677T associada ao perfil de hemoglobinas foi 

realizada em 672 amostras. Na maternidade pública foram estudadas 467 (69,5%) 

amostras. Dentro do grupo de recém-nascidos C/C (293); 239 (81,8%) apresentaram o 

padrão de hemoglobinas FA; 32 (11%) FAS; 14 (4.8%) FAC; 06 (2.1%) FSC; e 

01(0,3%) FS. Entre os recém-nascidos C/T: 130 (82,8%) apresentaram o padrão FA; 09 

(5,7%) FAC; 14 (8,9%) FAS; e 04 (2,6%) FSC. Entre os T/T: 13 (72,2%) apresentaram o 

padrão de hemoglobinas FA; 04 (22,2%) FAS; e 01 (5.5%) FSC. Nenhuma diferença 

estatística foi encontrada entre a prevalência do polimorfismo C677T e os diferentes



genótipos de hennoglobinas, = 5,56 e p = 0,696 (Tabela 01). Na maternidade do 

Hospital Santo Amaro foram analisadas 205 (30,5%) do total das 672 amostras. Dentro 

do grupo de recém-nascidos C/C, 99 (93,4%) apresentaram o perfil de hemoglobina FA; 

02 (1,9%) FAC; e 05 (4,7%) FAS. Entre os CÍT\ 79 (97,6%) foram FA; 01 (1,2%) FAC; e 

01 (1,2%) FAS. Entre os T/T: 17 (94,4%) foram FA; e 01 (5,6%) FAS. Nenhuma 

diferença estatística foi encontrada entre a prevalência da mutação e os diferentes 

perfis de hemoglobinas, x  ̂= 2,4 e p = 0,662 (Tabela 02).
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Tabela 01. Distribuição dos perfis de hemoglobinas entre os diferentes genótipos 

da MTHFR em recém-nascidos da maternidade Tsylla Balbino -  Salvador/BA.

Maternidade Tsylla Balbino
Perfis de 

Hemoglobinas

FA
FAC
FAS
FSC
FS

Total

Genótipos do Polimorfismo C677T da 
MTHFR

C/C (n)
239 (81,8%)
14 (4,8%)
32 (11%)
06 (2,1%)
01 (0,3%)

292

C/T (n)
130 (82,8%)
09 (5,7%)
14 (8,9%)
04 (2,6%)

157

T/T (n)
13(72,2%)

04 (22,2%)
01 (5,6%)

18

x' = 5,56 
p = 0,696

Total
382
23
50
11
01

467



Tabela 02. Distribuição dos perfis de hemoglobinas entre os diferentes genótipos 

da MTHFR em recém-nascidos da maternidade do Hospital Santo Amaro -  

Salvador/BA.

Maternidade do Hospital Santo Amaro
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Perfis de 
Hemoglobinas

Genótipos do Polimorfismo C677T da 
MTHFR

C/C (n) C/T (n) T/T (n) Total
FA 99 (93,4%) 79 (97,6%) 17(94,4%) 195

FAC 02 (1,9%) 01 (1,2%) 03
FAS 05 (4,7%) 01 (1,2%) 01 (5,6%) 07
Total 106 81 18 205

x" = 2,4 
p = 0,662

6.4 DISTRIBUIÇÃO DO PERFIL DE HEMOGLOBINAS ENTRE OS RECÉM- 

NASCIDOS COM DIFERENTES CLASSIFICAÇÕES RACIAIS

A classificação racial foi determinada apenas no grupo de recém-nascidos 

provenientes da maternidade pública Tsylla Balbino, de acordo com os critérios 

adotados por AZEVEDO et al. (1980). Desta forma, 98 (17%) recém-nascidos 

pertenceram ao grupo claro; 309 (53,5%) ao médio; e 171 (29,6%) ao escuro (Figura 

10). O perfil de hemoglobinas e sua associação com a classificação racial foi analisado 

em 429 amostras. No grupo de recém-nascidos classificados como claros, 59 (83,1%) 

apresentaram o perfil FA; 02 (2,8%) FAC; 07 (9,9%) FAS; e 03 (4,2%) FSC. No grupo 

classificado como médios, 197 (82,7%) tiveram o perfil de hemoglobinas FA; 14 (5,9%) 

FAC; 23 (9,7%) FAS; e 04 (1,7%) FSC. Entre os escuros, 93 (77,5%) apresentaram o 

perfil FA; 07 (5,83%) FAC; 16 (13,33%) FAS; 03 (2,5%) FSC; e 01 (0,84%) FS. não
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foram encontradas diferenças estatisticamente significantes, o foi de 6,51 e o p =

0,590 (Tabela 03).

□ 1 
□ 2
■ 3

Figura 10. Representação esquemática da distribuição dos grupos raciais 
entre os recém-nascidos da maternidade pública Tsylla Balbino -  
Salvador/BA. ()  número de recém-nascidos. 1, 2 e 3 representam os grupos 
raciais claro, médio e escuro.

Tabela 03. Distribuição dos perfis de hemoglobinas e classificação racial entre os 

recém-nascidos da maternidade pública Tsylla Balbino -  Salvador/BA.

Maternidade Tsylla Balbino_______
Perfis de 

Hemoglobinas

FA
FAC
FAS
FSC
FS

Total

Classificação Racial

Claro (n)
59 (83,1%)
02 (2,8%)
07 (9,9%)
03 (4,2%)

71

Médio (n)
197 (82,7%)
14 (5,9%)
23 (9,7%)
04(1,7%)

238

Escuro (n)
93 (77,5%)
07 (5,8%)

16(13,3%)
03 (2,5%)
01 (0,8%)

120

Total
349
23
46
10
01

429
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6.5 DISTRIBUIÇÃO DO POLIMORFISMO C677T DA MTHFR ENTRE OS RECÉM- 

NASCIDOS COM DIFERENTES CLASSIFICAÇÕES RACIAIS

A análise da distribuição do polimorfismo C677T da MTHFR entre os recém- 

nascidos classificados em diferentes grupos raciais foi realizada em 535 amostras, não 

apresentando diferenças estatisticamente significativas, de 3,49 e p = 0,479. Entre 

os recém-nascidos claros, 51 (56%) foram C/C; 36 (39,6%) C/T; e 04 (4,4%) T/T. Entre 

os médios, 180 (62,3%) foram C/C; 101 (34,9%) C/T; e 08 (2,8%) T/T. Entre os escuros, 

94 (60,6%) foram C/C; 52 (33,5%) CÍT] e 09 (5,9%) T/T (Tabela 04). Pelo fato da 

variável raça do recém-nascido não constar no prontuário médico/hospitalar dos recém- 

nascidos provenientes da maternidade privada, e visto a impossibilidade de realizar 

entrevistas com as mães após o parto e delivramento. Cumpre ressaltar que o termo de 

consentimento para inclusão do recém-nascido na pesquisa (Anexo) foi devidamente 

assinado pelos seus responsáveis antes do parto.

Tabela 04. Distribuição do polimorfismo C677T da MTHFR de acordo com a 

classificação racial entre os recém-nascidos da maternidade pública Tsylla 

Balbino -  Salvador/BA.

Maternidade Tsylla Balbino
Genótipos do 

Polimorfismo C677T da 
MTHFR

Classificação Racial dos 
Recém-Nascidos

Claro (n) Médio (n) Escuro (n) Total
C/C 51 (56%) 180 (62,3%) 94 (60,6%) 325
C/T 36 (39,6%) 101 (34,9%) 52 (33,5%) 189
T/T 04 (4,4%) 08 (2,8%) 09 (5,9%) 21

Total 91 289 155 535
r = 3.49 
p = 0,479



6.6 AVALIAÇÃO DOS NÍVEIS SÉRICOS DE HOMOCISTEÍNA, FOLATOS, VITAMINA 

Bi2 E PESO DOS RECÉM-NASCIDOS, CORRELACIONADO COM OS 

DIFERENTES GENÓTIPOS DO POLIMORFISMO C677T DA MTHFR.

Os níveis séricos de homocisteína, folatos e vitamina B12 foram analisados pela 

comparação dos seus valores medianos nos grupos com diferentes genótipos do 

polimorfismo C677T da MTHFR (C/C, C/T e T/T). Foram excluídas todas as amostras 

de soros dos recém-nascidos portadores de hemoglobinas variantes. Setenta e cinco 

amostras de soro, 25 de cada genótipo (C/C, C/T e T/T), foram separadas 

aleatoriamente para as análises. Todos os recém-nascidos avaliados para estes testes 

apresentavam perfil FA de hemoglobinas.

Os gráficos 01, 02 e 03, representam os valores medianos da associação entre 

os diferentes genótipos do polimorfismo C677T da MTHFR e os níveis de homocisteína, 

folatos e vitamina B12, respectivamente, considerando o valor de p < 0,05 como limite 

de significância estatística. Nenhuma diferença estatisticamente significante foi 

encontrada na avaliação dos níveis séricos de homocisteína entre os grupos: C/C e C/T 

(p = 0,393): C/C e T/T (p = 0,697); e C/T e T/T (p = 0,771) (Gráfico 01). O mesmo 

ocorreu nas análises dos níveis de folatos: C/C e C/T (p = 0,778); C/C e T/T (p = 0,187); 

e C/T e T/T (p = 0,132) (Gráfico 02) e para a análise dos níveis de vitamina B12: C/C e 

C/T (p = 0,308); C/C e T/T (p = 0,264); e C/T e T/T (p = 0,992) (Gráfico 03).
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Gráfico 01. Representação gráfica dos níveis séricos de homocisteína 
(^mol/L) em 75 recém-nascidos de Salvador-BA portadores de genótipos 
diferentes para o polimorfismo C677T da MTHFR (C/C, C/T e T/T). Os valores 
de p foram considerados com significância estatística de 95%, utilizando a 
análise não-paramétrica de Kruskal-Wallis. ( )  significa o número de amostras 
em cada grupo.
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Gráfico 02. Representação gráfica dos níveis séricos de folatos (ng/ml) em 75 
recém-nascidos de Salvador-BA portadores de genótipos diferentes do 
polimorfismo C677T da MTHFR (C/C, C/T e T/T). Os valores de p foram 
considerados com significância estatística de 95%, utilizando a análise não- 
paramétrica de Kruskal-Wallis. ( ) significa o número de amostras em cada 
grupo.
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Gráfico 03. Representação gráfica dos níveis séricos de vitamina B12 

(pg/ml) em 75 recém-nascidos de Salvador-BA portadores de genótipos 
diferentes do polimorfismo C677T da MTHFR (C/C, C/T e T/T). Os valores 
de p foram considerados com significância estatística de 95%, utilizando a 
análise não-paramétrica de Kruskal-Wallis. ( ) significa o número de 
amostras em cada grupo.



Diante destes resultados, foram realizadas análises estratificadas relacionando 

os genótipos da mutação C677T da MTHFR (C/C, C/T e T/T) aos níveis séricos de 

homocisteína, de acordo com as concentrações séricas das variáveis de modificação, 

folatos e vitamina B12. Para os níveis de homocisteína foram determinados dois 

estratos; os valores menores ou iguais a 6,7 )amol/L e aqueles valores maiores que este 

nível mediano. Para os níveis de folatos e vitamina B12 os estratos foram divididos entre 

os valores; menores e maiores ou iguais às medianas de 6,62 ng/ml e 501,7 pg/ml, 

respectivamente.

Em relação aos níveis de homocisteína, entre os grupos de recém-nascidos C/C 

e C/T com níveis de vitamina B12 menores que 501,7 pg/ml, foi observado um valor do p 

= 0,070 (teste de Fisher). No grupo de recém-nascidos com genótipo C/C, cinco 

(45,45%) apresentaram níveis de homocisteína acima de 6,7 |amol/L e entre os C/T, dez 

(83,33%) apresentaram estes valores (Tabela 05).
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Tabela 05. Níveis séricos de homocisteína menores ou iguais e maiores que 6,7 

iamol/L em um grupo de recém-nascidos de Salvador-BA com genótipos C/C e CÍT 
para o polimorfismo C677T da MTHFR e níveis séricos de vitamina B12 menores 

que 501,7 pg/ml.

Níveis de vitamina Bi2< 501,7 pg/ml 
Níveis de Homocisteína

Mutação > 6,7 |xmol/L < 6,7 )j,mol/L Total
C/C 05 06 11
C/T 10 02 12

Total 15 08 23

p = 0,070



As análises realizadas no grupo de recém-nascidos com níveis séricos de 

vitaminas B12 maiores ou iguais a mediana não apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas, sendo que o teste de Fisher apresentou valor de p =

0,554. Apenas 05 (35,71%) recém-nascidos C/C e 04 (30,76%) C/T apresentaram 

níveis de homocisteína acima do valor mediano (Tabela 06).
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Tabela 06. Níveis séricos de homocisteína menores ou iguais e maiores que 6,7 

)j.mol/L em um grupo de recém-nascidos de Salvador-BA portadores dos 

genótipos C/C e C/T para o polimorfismo C677T da MTHFR e níveis séricos de 

vitamina B12 maiores ou iguais a 501,7 pg/ml.

Níveis de vitamina Bi2> 501,7 pg/ml 
Níveis de Homocisteína

Genótipo para 0 polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 6,7 ^mol/L < 6,7 ^mol/L Total

C/C 05 09 14
C/T 04 09 13

Total 09 18 27

p = 0,554

Com relação aos níveis de folatos, não foram observadas diferenças estatísticas 

entre os grupos C/C e C/T, mesmo após a estratificação dos resultados. O valor do 

teste de foi de 0,94 (p = 0,331) e 0,38 (p = 0,536), para os grupos com níveis de 

folatos menores e maiores ou iguais á mediana, respectivamente (Tabelas 07 e 08).
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Tabela 07. Níveis séricos de homocisteína menores ou iguais e maiores que 6,7 

iamol/L em um grupo de recém-nascidos de Salvador-BA com genótipos C/C e C/T 

para o polimorfismo C677T da MTHFR e níveis séricos de folatos menores que

6,62 ng/ml.

Níveis de folatos < 6,62 ng/ml 
Níveis de Homocisteína

Genótipo para o polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 6,7 ^mol/L < 6,7 fxmol/L Total

C/C 05 08 13
C/T 08 06 14

Total 13 14 27

^ =0,94 
p =0,331

Tabela 08. Níveis séricos de homocisteína menores ou iguais e maiores que 6,7 

l^mol/L em um grupo de recém-nascidos de Salvador-BA com genótipos C/C e C/T 

para o polimorfismo C677T da MTHFR e níveis séricos de folatos maiores ou 

iguais a 6,62 ng/ml.

Níveis de folatos > 6,62 ng/ml 
Níveis de Homocisteína

Genótipo para o polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 6,7 ^mol/L < 6,7 |xmol/L Total

C/C 05 07 12
C/T 06 05 11

Total 11 12 23

■í =0,38 
p =0,536



As análises realizadas entre os recém-nascidos portadores dos genótipos C/C e 

T/T, os níveis séricos de homocisteína no grupo com níveis séricos de vitamina B12 

menores que 501,7 pg/ml, não apresentaram diferenças estatisticamente significantes, 

com teste de Fisher apresentando p = 0,183. Contudo, cinco (45,45%) destes recém- 

nascidos com genótipo C/C e dez (71,42%) com genótipo T/T possuíram níveis de 

homocisteína maiores que a mediana (6,7 |j,mol/L) (tabela 09).
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Tabela 09. Níveis séricos de homocisteína menores ou iguais e maiores que 6,7 

iamol/L em um grupo de recém-nascidos de Salvador-BA com genótipos C/C e T/T 

para o polimorfismo C677T da MTHFR e níveis séricos de vitamina B12 menores 

que 501,7 pg/ml.

Níveis de vitamina Bi2< 501,7 pg/ml 
Níveis de Homocisteína

Genótipo para 0 polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 6,7 |xmol/L < 6,7 )xmol/L Total

C/C 05 06 11
T/T 10 04 14

Total 15 10 25

p =0,183

As análises realizadas no grupo de recém-nascidos que apresentaram níveis 

séricos de vitamina B12 maiores ou iguais a mediana, também não demonstraram 

diferenças estatísticas, com teste de Fisher apresentando valor de p = 0,495. Apenas 

cinco (35,71%) recém-nascidos C/C e três (27,27%) T/T possuíram níveis de 

homocisteína maiores que 6,7 |amol/L (Tabela 10).



Tabela 10. Níveis séricos de homocisteína menores ou iguais e maiores que 6,7

|imol/L em um grupo de recém-nascidos de Salvador-BA com genótipos C/C e T/T

para o polimorfismo C677T da MTHFR e níveis séricos de vitamina B12 maiores ou

iguais a 501,7 pg/ml.

Níveis de vitamina B12 > 501,7 pg/ml 
Níveis de Homocisteína
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Genótipo para 0 polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 6,7 ^mol/L < 6,7 |.imol/L Total

C/C 05 09 14
T/T 03 08 11

Total 08 17 25

p = 0,495

As análises estatísticas pelo teste de Fisher realizadas entre os recém-nascidos 

com níveis séricos de folatos menores 6,62 ng/ml apresentaram valor de p = 0,057 

(Tabela 11). Contudo, cinco (38,4%) recém-nascidos C/C e oito (80%) T/T 

apresentaram níveis de homocisteína acima de 6,7 |j,mol/L.

Tabela 11. Níveis séricos de homocisteína menores ou iguais e maiores que 6,7

nmol/L em um grupo de recém-nascidos de Salvador-BA com genótipos C/C e T/T

para o polimorfismo C677T da MTHFR e níveis de folatos menores que 6,62 ng/ml.

Níveis de folatos < 6,62 ng/ml 
Níveis de Homocisteína

Genótipo para 0 polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 6,7 |j.mol/L < 6,7 ^mol/L Total

C/C 05 08 13
T/T 08 02 10

Total 13 10 23
p = 0,057



Entretanto, no grupo de recém-nascidos com níveis maiores ou iguais à mediana, 

o teste de foi de 0,20 e o valor de p = 0,655 (Tabela 12). A freqüência de recém- 

nascidos T/T (33,3%) com níveis de homocisteína acima de 6,7 |amol/L foi 

sensivelmente menor do que no grupo com níveis de folatos abaixo do seu valor 

mediano (80%).
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Tabela 12. Níveis séricos de homocisteína menores ou iguais e maiores que 6,7 

|imol/L em um grupo de recém-nascidos de Salvador-BA com genótipos C/C e T/T 

para o polimorfismo C677T da MTHFR e níveis séricos de folatos maiores ou 

iguais a 6,62 ng/ml.

Níveis de folatos > 6,62 ng/ml 
Níveis de Homocisteína

Genótipo para 0 polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 6,7 ^imol/L < 6,7 p^mol/L Total

C/C 05 07 12
T/r 05 10 15

Total 10 17 27

x" = 0,20 
p = 0,655

As comparações dos níveis de homocisteína entre os grupos de recém-nascidos 

com genótipos C/T e T/T do polimorfismo C677T da MTHFR em relação aos níveis de 

vitamina B12 abaixo do valor mediano apresentou valor de p = 0,404 (teste de Fisher), 

sem significância estatística. Entretanto, 10 (83,33%) recém-nascidos C/T e 10 

(71,42%) T/T apresentaram níveis de homocisteína acima de 6,7 |amol/L (Tabela 13). 

No grupo com níveis de vitamina B12 maiores ou iguais à mediana, o teste de Fisher
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apresentou p = 0,604. Apenas quatro (30,76%) recém-nascidos C/T e três (27,27%) T/T 

apresentaram níveis de homocisteína acima do seu valor mediano (Tabela 14).

Tabela 13. Níveis séricos de homocisteína menores ou iguais e maiores que 6,7 

|j.mol/L em um grupo de recém-nascidos de Salvador-BA com genótipos C/T e T/T 

para o polimorfismo C677T da MTHFR e níveis séricos de vitamina B12 menores 

que 501,7 pg/ml.

Níveis de vitamina Bia< 501,7 pg/ml 
Níveis de Homocisteína

Genótipo para 0 polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 6,7 i^mol/L < 6,7 p.mol/L Total

C/T 10 02 12
T/T 10 04 14

Total 20 06 26

p = 0,404

Tabela 14. Níveis séricos de homocisteína menores ou iguais e maiores que 6,7 

^mol/L em um grupo de recém-nascidos de Salvador-BA com genótipos C/T e T/T 

para o polimorfismo C677T da MTHFR e níveis séricos de vitamina B12 maiores ou 

iguais a 501,7 pg/ml.

Níveis de vitamina B12 > 501,7 pg/ml 
Níveis de Homocisteína

Genótipo para 0 polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 6,7 ^mol/L < 6,7 ^mol/L Total

C/T 04 09 13
T/T 03 08 11

Total 07 17 24
p = 0,604
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No grupo de recém-nascidos portadores de níveis séricos de folatos menores que 

a mediana, o teste de Fisher apresentou p = 0,234. Oito (57,14%) recém-nascidos C/T 

e oito (80%) T/T apresentaram níveis de homocisteína acima da mediana (Tabela 15).

Tabela 15. Níveis séricos de homocisteína menores ou iguais e maiores que 6,7 

^mol/L em um grupo de recém-nascidos de Salvador-Ba com genótipos C/T e T/T 

para o polimorfismo C677T da IVITHFR e níveis séricos de folatos menores que

6,62 ng/ml.

Níveis de folatos < 6,62 ng/ml 
Níveis de Homocisteína

Genótipo para o polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 6,7 |xmol/L < 6,7 )amol/L Total

C/T 08 06 14
T/T 08 02 10

Total 16 08 24

p = 0,234

No grupo portador dos níveis séricos de folatos maiores ou iguais a mediana o 

valor de p = 0,248 (teste de Fisher). Seis (54,54%) recém-nascidos com genótipo C/T e 

cinco (20%) T/T apresentaram níveis de homocisteína acima de 6,7 |^mol/L (Tabela 16).



Tabela 16. Níveis séricos de homocisteína menores ou iguais e maiores que 6,7 

^imol/L em um grupo de recém-nascidos de Salvador-BA com genótipos C/T e T/T 

para o polimorfismo C677T da MTHFR e níveis séricos de folatos maiores ou 

iguais a 6,62 ng/ml.

Níveis de folatos > 6,62 ng/ml 
Níveis de Homocisteína
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Genótipo para 0 polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 6,7 nmol/L < 6,7 |xmol/L Total

C/T 06 05 11
T/T 05 10 15

Total 11 15 26

p = 0,248

Para a realização das análises relativas ao peso dos recém-nascidos foi 

realizada a estratificação entre pesos menores e maiores ou iguais a 2.500 g, de acordo 

os critérios adotados por NÓBREGA et al. (1995). O teste de e/ou Fisher entre os 75 

recém-nascidos foi realizado de acordo com os níveis séricos de folatos (> e < que 6,62 

ng/ml), vitamina B12 (> e < que 501,7 pg/ml), de homocisteína (> e < 6,7 |amol/L) e dos 

genótipos do polimorfismo C677T da MTHFR.

De acordo com os níveis de folatos e peso dos recém-nascidos, o valor de p pelo 

teste de Fisher foi de 0,049, sendo estatisticamente significante. Entre os recém- 

nascidos com peso abaixo de 2.500 g, seis (85,71%) apresentaram níveis de folatos 

abaixo da mediana (Tabela 17). Para os níveis de vitamina B12, não foram encontradas 

diferenças estatisticamente significantes, com valor de e p = 0,484 (Tabela 18).



Tabela 17. Distribuição do peso em um grupo de recém-nascidos de Salvador-BA 

das maternidades Tsylla Balbino e Hospital Santo Amaro de acordo com os níveis 

séricos de folatos.
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Peso (g) Folatos Total
> 6,62 ng/ml < 6,62 ng/ml

> 2.500 37 31 68
< 2.500 01 06 07
Total 38 37 75

p = 0,049

Tabela 18. Distribuição do peso em um grupo de recém-nascidos das 

maternidades Tsylla Balbino e Hospital Santo Amaro, Salvador-BA, de acordo 

com os níveis séricos Vitamina B12.

Peso (g) Vitam na B12 Total
> 501,7 pg/ml < 501,7 pg/ml

> 2.500 35 33 68
< 2.500 03 04 07
Total 38 37 75

p = 0,484

Ao realizamos as análises da relação do peso dos recém-nascidos associadas 

aos níveis séricos de folatos, vitamina B12 e aos genótipos do polimorfismo C677T da 

MTHFR, no grupo de recém-nascidos portadores de níveis de folatos abaixo da 

mediana, não foram demonstradas diferenças estatisticamente significantes entre o 

peso e os genótipos, com valor do de 5,71 e de p = 0,057. Contudo, quatro (40%) 

dos recém-nascidos com genótipo T/T e níveis séricos de folatos abaixo da mediana 

apresentaram peso menor que 2.500 g (Tabela 19).



Tabela 19. Relação do peso em um grupo de recém-nascidos das maternidades

Tsylla Balbino e Hospital Santo Amaro, Salvador-BA, níveis de folatos menores

que 6,62 ng/ml e genótipos diferentes do polimorfismo C677T da MTHFR.

~  Níveis de folatos < 6,62 ng/ml ~
Peso
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Genótipo para o polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 2.500 g < 2.500 Total

C/C 12 01 13
C/T 13 01 14
T/T 06 04 10

Total 31 06 37

= 5,71 
p = 0,057

No grupo de recém-nascidos com níveis séricos de folatos acima da mediana o 

foi de 2,23 e o valor de p = 0,328, não tendo sido encontrados recém-nascidos com 

genótipo T/T e peso abaixo de 2.500 g (Tabela 20).

Tabela 20. Relação do peso em um grupo recém-nascidos das maternidades 

Tsylla Balbino e Hospital Santo Amaro, Salvador-BA, níveis de folatos maiores ou 

iguais que 6,62 ng/ml e genótipos diferentes do polimorfismo C677T da MTHFR.

Níveis de folatos > 6,62 ng/ml 
Peso

Genótipo para o polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 2.500 g < 2.500 Total

C/C 11 01 12
C/T 11 00 11
T/T 15 00 15

Total 37 01 38

y? = 2,23 
p = 0,328



Para os níveis séricos de vitamina B12 menores que a mediana, o foi de 3,13 e o 

p = 0,209. Entre os recém-nascidos portadores do genótipo T/T três (21,42%) 

apresentaram peso abaixo de 2.500 g (Tabela 21).

Tabela 21. Relação do peso em um grupo de recém-nascidos das maternidades 

Tsylla Balbino e Hospital Santo Amaro, Salvador-BA, níveis séricos de vitamina 

Bi2 menores que 501,7 pg/ml e os genótipos diferentes do polimorfismo C677T da 

MTHFR.

Níveis de vitamina B12 < 501,7 pg/ml 
Peso
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Genótipo para 0 polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 2.500 g < 2.500 Total

C/C 10 01 11
C/T 12 00 12
T/T 11 03 14

Total 33 04 37

x"=3,13 
p = 0,209

No grupo de recém-nascidos com níveis séricos de vitamina B12 maiores ou iguais 

a mediana, o foi de 0,03 e o p igual a 0,983 (Tabela 22), não apresentando 

significância estatística. Cumpre ressaltar que no grupo portador do genótipo T/T, 

apenas 01 (9,09%) apresentou peso abaixo de 2.500 g.
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Tabela 22. Relação do peso em um grupo de recém-nascidos das maternidades 

Tsylla Balbino e Hospital Santo Amaro, Salvador-BA, níveis séricos de vitamina 

Bi2 maiores ou iguais a 501,7 pg/ml e os genótipos do polimorfismo C677T da 

MTHFR.

Níveis de vitamina B12 > 501,7 pg/ml
Peso

Genótipo para 0 polimorfismo 
C677T da MTHFR

> 2.500 g < 2.500 Total

C/C 13 01 14
C/T 12 01 13
T/T 10 01 11

Total 35 03 38

x'=0,03 
p = 0,983



Nos últimos anos, grande ênfase vem sendo dada à triagem neonatal (NNSGR. 

National Newborn Screening & Genetics Resource Center, 1997), principalmente na 

identificação de alterações genéticas que resultam em distúrbios do metabolismo 

(CbrNewScreen™. Compreensive newborn screening). Estas estratégias têm auxiliado 

na prevenção de várias desordens clínicas da infância, como a deficiência mental 

causada pela fenilcetonúria clássica (CLAGUE & THOMAS, 2002). O benefício advindo 

destas investigações tem ampliado os estudos sobre os erros inatos do metabolismo de 

aminoácidos. Em 1969, MCCULLY propôs a hipótese sobre o envolvimento da 

homocisteína na patogênese da arteriosclerose, baseando-se nos achados de 

alterações das artérias em crianças portadores de homocisteinúria. Após a publicação 

destes resultados, alguns métodos diagnósticos pré e pós-natal destinados á 

identificação da homocisteinúria foram propostos (FOWLER & JAKOBS, 1998). Dentre 

estes se encontram: pesquisas de metabólitos específicos; avaliação da atividade de 

enzimas; e investigações moleculares, que identificam mutações gênicas responsáveis 

por alterações das atividades biológicas de enzimas envolvidas no metabolismo da 

homocisteína, nas vias da remetilação (metilenotetrahidrofolato redutase e metionina 

sintetase) e da transsuifuração (cistationina-p-sintetase). Em 1998, BAULNY et al. 

propuseram um guia para o diagnóstico clínico e tratamento de correção de defeitos 

existentes na remetilação da homocisteína, onde consta a investigação do polimorfismo 

C677T da enzima metilenotetrahidrofolato redutase.
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7 DISCUSSÃO



A freqüência deste polinnorfismo varia consideravelmente entre as diferentes 

populações e grupos raciais (FLETCHER & KESSLING, 1998), sendo que até o 

presente momento, a prevalência do alelo T não foi investigada na população de 

Salvador, tornando os resultados obtidos neste estudo de grande interesse para o 

Estado da Bahia. A freqüência do alelo T foi de 23,4%, com prevalências de 36,2% para 

o genótipo heterozigoto (C/T) e 5,3% do homozigoto (T/T) (Figura 06), sendo que a 

distribuição dos genótipos da MTHFR não diferiu estatisticamente entre os gêneros dos 

recém-nascidos das duas maternidades investigadas (p = 0,206). Este resultado pode 

contribuir para a ampliação da triagem neonatal visando o estudo de outras alterações 

genéticas, objetivando principalmente, uma vida adulta saudável para estes recém- 

nascidos. Os resultados relativos à distribuição dos genótipos para o polimorfismo 

C677T da MTHFR demonstraram um aspecto peculiar da nossa população, uma vez 

que esta apresenta uma miscigenação racial elevada de 97% (KRIEGER et al., 1965) 

resultante do processo imigratório de mais de 5.000.000 de pessoas de nacionalidades 

diversas entre 1850 e 1950 (AZÊVEDO, 1973) somado a participação expressiva dos 

genes africanos aqui existentes, de acordo com a história do tráfico de escravos vindos 

da África entre os séculos XVI a XIX (FREYRE, 2000). Curiosamente, a freqüência do 

alelo T foi mais elevada na maternidade do Hospital Santo Amaro (Figura 07), 

provavelmente detentora de uma amostragem composta por recém-nascidos claros, 

não comprovados, mas admitida diante do “status” de maternidade privada. A 

freqüência do alelo T do polimorfismo C677T da MTHFR de 31,6% com freqüências dos 

genótipos CÍT de 34,8% e T/T de 4,2% na maternidade pública Tsylla Balbino retrata, 

não somente, a miscigenação racial presente, mas também a situação particular desta 

população, com freqüências distintas daquelas descritas para o alelo mutante em

63



população com distribuição racial mais homogênea como as da Europa (FLETCHER & 

KESSLING, 1998) e Africanas (MCANDREW et al., 1996; AUSTIN et al.,1997; FRANCO 

et al., 1998). Na Bahia, AZEVÊDO et al. (1981) descreveram esta mistura de raças ao 

realizar estudo genético e antropológico na população da Ilha de Itaparica, região 

localizada na Baía de Todos os Santos a aproximadamente 13 Km de Salvador-Bahia, 

onde evidenciaram o crescimento da população de mulatos e a redução de 

caucasóides a um terço em um período de 20 anos. Contudo, a freqüência do genótipo 

T/T do polimorfismo C677T da MTHFR variou entre as duas maternidades 

apresentando diferenças estatísticas significantes (p = 0,004), sendo mais freqüente na 

maternidade privada (Figura 07).

O estudo do perfil de hemoglobinas demonstrou freqüências elevadas para 

hemoglobinas variantes, com 7,9% do perfil FAS; 1,5% do FSC; 4,1% do FAC; e 0,1% 

do FS (Figura 08). Estes resultados estão de acordo com os achados de AZÊVEDO et 

al. (1980) que encontraram 7,4% de freqüência da heterozigose para a hemoglobina S 

(AS) e 3,4% para a hemoglobina C (AC) em um grupo de 1.200 escolares do Estado da 

Bahia. OLIVEIRA (1999) descreveu a prevalência de hemoglobinas variantes em 1953 

gestantes da Maternidade Pública Tsylla Balbino (SESAB/SUS) Salvador-Bahia e 

encontrou freqüências de 6,76% do genótipo AS; 3,28% do AC; 0,05% do SS; e 0,05% 

do CC e ADORNO (2000) realizou a triagem neonatal em 592 recém-nascidos da 

mesma população em estudo provenientes da maternidade Tsylla Balbino, utilizando a 

técnica de eletroforese com tampões alcalino e ácido, encontrando freqüências das 

hemoglobinas variantes de 5,6% para o perfil FAS; 3,2% para o FAC; e 0,3% para o 

FC. As freqüências destas hemoglobinas variantes no presente estudo diferiram entre
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as populações de recém-nascidos das duas maternidades estudadas, sendo maiores 

na maternidade pública Tsylla Balbino (Figura 09).

A distribuição da classificação racial dos recém-nascidos provenientes da 

maternidade Tsylla Balbino demonstrou que a população classificada como 

pertencentes ao grupo racial médio representaram 53% das amostras, confirmando a 

presença de miscigenação racial elevada; 30% dos recém-nascidos foram classificados 

como escuros, confirmando mais uma vez, a descendência africana desta população 

(Figura 10). De acordo com AZEVEDO et al. (1980) as freqüências dos alelos para 

hemoglobinas variantes aumentam de brancos à negros e se mantêm de forma 

balanceada entre mulatos claros, médios e escuros. A freqüência diminuída das 

hemoglobinas variantes S e C na maternidade privada (Figura 09), sugere uma 

disfinção da classificação racial entre estes recém-nascidos, existindo mais 

descendentes de brancos na maternidade do Hospital Santo Amaro. Isto poderia 

explicar, em parte, a freqüência elevada para o genótipo T/T nesta maternidade, uma 

vez que entre os negros, o alelo T apresenta freqüência diminuída (FLETCHER & 

KESSLING, 1998). Outra observação surge do trabalho de ANDRADE et al. (1998) que 

realizaram o estudo da prevalência de diversos fatores de riscos para trombose 

vascular, incluindo o polimorfismo C677T da MTHFR em pacientes com anemia 

falciforme, sendo que não foi encontrada associação com a homozigose para o alelo T 

na população estudada. Seus resultados estão de acordo com a prevalência diminuída 

deste alelo na população negra do Estado de São Paulo (ARRUDA et al., 1998). 

Entretanto, os dados relativos a presença de 8,9% de heterozigotos C/T e 22,2% para 

os homozigotos T/T entre os recém-nascidos com perfil de hemoglobina FAS da 

maternidade pública e com freqüências de 1,2% e 5,6% para os genótipos C/T e T/T,
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respectivamente, nos recém-nascidos da maternidade privada, torna evidente a 

freqüência elevada do polimorfismo entre os portadores da hemoglobina variante S e 

uma possível presença, também elevada, entre os pacientes de anemia faciforme (SS), 

enfatizando a necessidade de estudos deste polimorfismo entre os faicêmicos, uma vez 

que esta constatação pode proporcionar um dado adicional relativo a patogênese da 

doença e ao aumento da predisposição destes pacientes a desenvolverem eventos 

trombóticos.

A distribuição dos genótipos da MTHFR associada aos perfis de hemoglobinas 

nas diferentes maternidades (Tabelas 01 e 02), bem como entre os perfis de 

hemoglobinas e a distribuição dos genótipos da MTHFR de acordo com a classificação 

racial dos recém-nascidos da maternidade pública Tsylla Balbino não apresentou 

diferenças estatísticas significativas (Tabelas 03 e 04).

Os níveis séricos ou plasmáticos de homocisteína têm sido alvo de discussão 

nos últimos anos devido às alterações fisiopatológicas que o seu aumento pode causar 

no organismo (JACOBSEN, 1998; WELCH & LOSCALZO, 1998; KIRCHER & 

SINZINGER, 2000; FINKELSTEIN, 2000; BRATTSTRÔM & WILCKEN, 2000; UELAND 

et al., 2000). O estudo de meta-análise realizado por BOUSHEY et al. (1995) 

demonstrou um aumento de risco para doenças arteriais coronárias de 1,6 vezes para 

homens e 1,8 para mulheres (p < 0,05) quando há um aumento de 5 jxmol/L de 

homocisteína (intervalo de confiança 1,4 a 1,7 e 1,3 a 1,9, respectivamente) e um 

aumento de risco de 1,5 vezes (95%, intervalo de confiança de 1,3 a 1,9) para doenças 

cerobrovasculares, assim como para o aumento de colesterol de 0,5 mmol/L (20 mg/dl). 

O estudo epidemiológico associou as elevações moderadas nos níveis de homocisteína
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com o risco primário de doenças cardiovasculares e tem sugerido que os valores 

normais para os níveis de homocisteína devem ser considerados até 15 |xmol/L 

(EIKELBOOM et al., 1999), apesar de outros estudos terem determinado como limite 

máximo de normalidade até 10 iumol/L (BOUSHEY et al., 1995; JACOBSEN, 1998; 

WALLACH, 2000). Apesar da sugestão de referência do kit comercial da Abbott aceitar 

como níveis de normalidades os níveis de homocisteína entre 5 a 15 îmol/L, o mesmo 

mostra que estes valores devem ser ajustados às populações em estudo. Além disso, 

os estudos realizados em neonatos são ainda insuficientes para estabelecer os limites 

de referência. Um estudo interlaboratorial para a determinação de homocisteína 

plasmática demonstrou que seus métodos de avaliação são ainda limitados e 

apresentam variações elevadas entre as amostras e entre os diversos laboratórios que 

realizam o seu diagnóstico (PFEIFFER et al., 1999). Desta forma, devido à limitação de 

reagentes para a determinação laboratorial dos seus níveis séricos, não foi possível 

realizar as análises em um número maior de amostras, bem como em duplicatas ou 

triplicatas, o que permitiria um controle dos resultados e uma análise relativa ao 

intervalo de erro oferecido pelo teste. Pela mesma razão, não ampliamos sua 

determinação para o grupo de portadores de hemoglobinas anormais.

Alguns metabólitos (ácido metilmalônico, cistationina e homocisteína) envolvidos 

nas reações enzimáticas dependentes de vitamina B12, folatos e vitamina Be têm sido 

utilizados para estimar as deficiências funcionais e intracelulares destas vitaminas, 

sendo a homocisteína, em particular, um indicador importante para esta proposta 

(UELAND et al., 1993). Contudo, dados sobre os níveis pediátricos são ainda raros ou 

mesmo inexistentes (MINET et al., 2000). Entre os diferentes genótipos do polimorfismo
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da MTHFR estudados (25 C/C, 25 C/T e 25 T/T), os resultados dos níveis nnedianos 

séricos de honnocisteína, folatos e vitamina B 2̂ não apresentaram diferenças 

estatisticamente significantes (Gráficos 01, 02 e 03). Estes resultados, entretanto, 

podem ser reflexos de dois fatores principais: primeiro, o do pequeno número de 

amostras analisadas entre os genótipos diferentes do polimorfismo C677T da MTHFR; 

e segundo, a variabilidade dos resultados entre as amostras, resultando em uma 

distribuição não normal dos seus valores.

As análises estratificadas relacionando os diferentes genótipos do polimorfismo 

C677T da MTHFR com os níveis de homocisteína de acordo com os valores séricos 

medianos de vitamina B12 e folatos também não apresentaram diferenças estatísticas 

significativas. Contudo, apesar destas diferenças não terem sido observadas é 

importante ressaltar que a freqüência de recém-nascidos com níveis de homocisteína 

acima de 6,7 |amol/L foi maior entre os portadores do alelo T em heterozigose ou 

homozigose quando os níveis vitaminas B12 e folatos encontraram-se abaixo dos seus 

valores medianos de 501,7 pg/ml e 6,62 ng/ml (Tabelas 05 a 16). Estes resultados 

mostram a existência de um sinergismo para o aumento de homocisteína na presença 

do alelo T quando os níveis séricos de vitamina B12 e folatos diminuem, fato observado 

pela análise do grupo C/T e T/T onde a freqüência de recém-nascidos com níveis de 

homocisteína acima dos valores medianos foram de 2,7 e 2,6 vezes maiores, 

respectivamente, do que no grupo com níveis de vitamina B12 acima da mediana 

(Tabelas 13 e 14) e 1,3 e 1,6 vezes maiores no grupo com folatos abaixo da mediana 

em relação ao grupo com folatos acima deste valor (Tabelas 15 e 16). Resultados 

similares foram encontrados por D’ANGELO et al. (2000) que concluíram que o
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genótipo T/T para o polimorfismo C677T da MTHFR não determina por si só a 

hiperhomocisteinemia moderada na população estudada de pacientes com eventos 

arteriais e/ou venosos oclusivos e que a utilização de vitamina Bu para o metabolismo 

da homocisteína encontraram-se alterados. UBBINK et al. (1993) demonstraram uma 

prevalência elevada da deficiência subclínica de vitamina B12, folatos e vitamina Be em 

homens com hiperhomocisteinemia, sendo esta condição facilmente revertida com 

suplementação vitamínica adequada. MINET et al. (2000) demonstraram que os níveis 

de homocisteína são determinados pelos níveis séricos de vitamina B12, cisteína e pelas 

concentrações de folato eritrocitário. Observações importantes foram realizadas por 

LINDENBAUM et al. (1988 e 1990) que concluíram que a determinação do padrão 

nutricional de vitamina B12 em adultos não consegue diferenciar completamente 

pacientes com deficiência subclínica desta vitamina das pessoas com níveis séricos 

adequados, sendo as análises indiretas através das concentrações dos níveis séricos 

de homocisteína mais sensíveis para predizer a deficiência desta vitamina. PULLIN et 

al. (2001) estudaram o efeito da suplementação alimentar utilizando doses reduzidas de 

ácido fólico, para o controle dos níveis de homocisteína em adultos sadios, 

demonstrando que indivíduos homozigotos para o polimorfismo C677T da MTHFR 

apresentaram os níveis mais elevados de homocisteína, bem como a redução maior 

destes níveis após a suplementação com folatos. RASMUSSEN et al. (2000) 

demonstraram que os níveis de ácido fólico é um fator preditor para as concentrações 

séricas de homocisteína. A interpretação dos nossos resultados nos leva a supor que 

as concentrações séricas de folatos são um fator modulador importante dos níveis de 

homocisteína, independente da presença da homozigose do polimorfismo C677T da 

MTHFR. Contudo, os recém-nascidos homozigotos para o polimorfismo C677T da
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MTHFR e portadores de níveis séricos de folatos diminuídos apresentaram uma 

potencialização para o aumento de homocisteína. Uma resposta simples para a 

correção dos níveis de homocisteína surgiu do estudo de VAND DER GRIEND et al. 

(2000) que demonstraram que a monoterapia utilizando 0,5 mg diária de ácido fólico é 

efetiva na redução das concentrações de homocisteína. Isto é importante, uma vez que 

este tratamento apresenta custo baixo e benefício elevado na prevenção de desordens 

clínicas (OAKLEY et al., 1996). Além do mais, estes dados incentivam a suplementação 

alimentar, principalmente dos alimentos processados que apresentam teor de vitaminas 

reduzido devido às técnicas utilizadas para a sua confecção (OAKLEY et al., 1996), 

bem como, o uso de folatos no estágio pré-concepcional, para mulheres em idade fértil 

e nos períodos pré-natal e neonatal (JAMES et al., 1999).

A relação entre a deficiência de acido fólico e alterações no peso (MCARDLE & 

ASHWORTH, 1999) bem como prematuridade já foram descritas (ZUELZER & 

RUTZKY, 1953; SHOJANIA & GROSS, 1964). Em nosso estudo, obtivemos uma 

relação positiva entre o peso dos recém-nascidos e níveis séricos de folatos p = 0,049 

(Tabela 17). Este resultado corrobora com estudos anteriores sobre a importância deste 

micronutriente para a manutenção do peso adequado em recém-nascidos. Nenhuma 

diferença estatística foi encontrada entre os grupos estudados (Tabelas 18 a 22), porém 

em relação aos níveis de folatos menores e maiores ou iguais à mediana de acordo 

com os diferentes genótipos para o polimorfismo C677T da MTHFR, quatro (40%) 

recém-nascidos T/T com níveis de folatos abaixo da mediana apresentaram peso 

menor que 2.500 g (Tabela 19). É possível que devido ao pequeno número de amostras 

analisadas, estes resultados não tenham apresentado nível de significância estatística 

uma vez que encontraram-se bem próximo a este. O número de amostra estudado
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deverá ser aumentado para que possamos confirmar os resultados obtidos. Isto será de 

grande importância, uma vez que além da prematuridade e do baixo peso observados 

em outros estudos com recém-nascidos portadores de níveis séricos de folatos 

diminuídos, uma dieta inapropriada no período gestacional também pode resultar no 

aumento do risco para óbitos intra-uterinos (LADIPO, 2000).

Diante destas considerações, observamos a importância da implementação de 

um programa, na forma de aconselhamento genético, para mulheres em idade fértil que 

realizam o planejamento familiar, bem como um acompanhamento pré-natal e neonatal 

adequados, focalizando o diagnóstico de doenças genéticas que resultam em distúrbios 

clínicos da infância, principalmente aqueles que podem ser facilmente revertidos 

através da suplementação alimentar, como distúrbios do tubo neural e da 

hiperhomocisteinemia causado por deficiência nutricional ou da atividade enzimática da 

MTHFR. Os resultados deste estudo também demonstram, através da prevalência 

elevada da coexistência de fatores de riscos para doenças vasculares, a presença do 

polimorfismo C677T da MTHFR e de hemoglobinas variantes, os cuidados que devem 

ser tomados durante o acompanhamento pediátrico em relação aos níveis séricos de 

micronutrientes como vitamina B12 e folatos, bem como o estabelecimento dos seus 

índices de referências nas diferentes populações. Cumpre ressaltar a importância da 

investigação dos níveis séricos de homocisteína como marcador nutricional, sendo 

extremamente útil na determinação de níveis subclínicos de cofatores enzimáticos 

envolvidos no seu metabolismo.
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8 CONCLUSÕES

De acordo com os resultados apresentados podemos concluir que:

1. A freqüência de 23,4% do alelo T presente no polimorfismo C677T da 

MTHFR entre o grupo de recém-nascidos estudados da cidade de 

Salvador-BA apresentou-se elevada, quando se considera a 

característica étnica da população;

2. O genótipo T/T foi mais prevalente entre os recém-nascidos da 

maternidade do Hospital Santo Amaro, que apresentou freqüência 

menor das hemoglobinas variantes 8 e C as quais sâo mais prevalentes 

em indivíduos africanos e afrodescentes. Isto sugere uma distribuição 

diferenciada deste genótipo na população de Salvador-BA de acordo 

com a classificação racial, sendo mais freqüente em caucasóides;

3. Os níveis de homocisteína, folatos e vitamina B12 nâo foram 

estatisticamente diferentes entre os recém-nascidos com diferentes 

genótipos do polimorfismo C677T. Contudo, 0 número de amostras 

estudadas em cada grupo foi pequena, fato que provavelmente interferiu 

nos resultados encontrados;



73

4. Mesmo sem apresentar diferenças estatisticamente significantes, foi 

observado que as freqüências de recém-nascidos com genótipos C/T e 

T/T foram sempre maiores quando níveis séricos de vitamina B12 e 

folatos encontravam-se abaixo dos seus valores medianos;

5. Os níveis de folatos são determinantes para 0 peso dos recém-nascidos 

independente do genótipo da MTHFR, contudo foi observada uma 

freqüência maior de recém-nascidos portadores do genótipo T/T com 

níveis de folatos abaixo do seu valor mediano;

6. Os resultados apresentados reforçam a necessidade da implantação de 

programas de aconselhamento genético para mulheres em idade fértil, 

objetivando um acompanhamento pré-natal adequado e seguimento 

neonatal preventivo para doenças da infância por carência nutricional ou 

problemas hereditários, visando uma vida adulta mais saudável.
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EXPLICAÇÃO DO TERMO DE CONSENTIMENTO 

Titulo da Pesquisa

“Prevalência da Mutação no Gene da Enzima Metilenotetrahidrofolato Redutase (C677T) e Níveis 
Plasmáticos de Homocisteína em Recém-Nascidos de Salvador -  Bahia”.

Pesquisador Responsável

Dra. Marílda de Souza Gonçalves
■ Professora Adjunto FAR - UFBA;
■ Pesquisador Associado - Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz -  (CPqGM/ FIOCRUZ-BA);
■ Pesquisador Nível ll-B - CNPq.

Informações Sobre a Pesquisa

Este estudo propõe investigar a prevalência da mutação no gene que codifica a enzima 
metilenotetrahidrofolato redutase correlacionando-a aos níveis plasmáticos de homocisteína em 
recém-nascidos das matemidades Tsylla Balbino, Hospital Santo Amaro e Climérío de Oliveira na 
cidade de Salvador-BA. Isto é importante para população visto que o aumento nas concentrações 
plasmáticas deste aminoácido tem sido correlacionado com um fator de risco para o aparecimento 
de doenças cardiovasculares. O diagnóstico precoce desta mutação permitirá aos país e/ou 
responsáveis pelo menor realizar o acompanhamento médico/nutricional adequado minimizando 
possíveis e futuros problemas de saúde para estas crianças.

Duração do Projeto de Pesquisa

O tempo previsto para a realização desta pesquisa será de aproximadamente dois anos. 

Riscos, Danos e Desconforto

O sangue será coletado do cordão-umbilical após o parto e delivramento, por neonatologistas dos 
respectivos hospitais, utilizando-se tubos estéreis com capacidades para 5 ml em anticoagulante e 
10 ml sem anticoagulante. Desta fomia não haverá riscos ou desconfortos para as mães e recém- 
nascidos, como também será assegurada a preservação da integridade do complexo placenta- 
anexos.

Benefícios

Este trabalho trará como benefícios para os participantes a determinação precoce da mutação 
C677T da MTHFR e dos níveis plasmáticos de homocisteína nos indivíduos portadores da 
mutação. Os resultados serão fornecidos aos participantes pelos hospitais em forma de exames 
adicionais da triagem neonatal, que encaminhará a criança e responsáveis a uma consulta com o 
(a) geneticista para realização do aconselhamento genético.

Compromisso da Privacidade da Identidade do Voluntário

Será assegurada a confidencialidade da identidade do voluntário, sendo de conhecimento apenas 
dos participantes da pesquisa e do médico que realizará o aconselhamento genético nos 
indivíduos portadores da mutação.

10. ANEXO



E u ,______________________________________________ , com 18 anos de idade ou mais,

detentor de integral competência para dar consentimento ao menor
_______________________________________  para participar do estudo entituiado

"Prevalência da Mutação no Gene da Enzima Metilenotetrahidrofolato Redutase (C677T) 

e Níveis Plasmáticos de Homocisteína em Recém-Nascidos de Salvador - Bahia" sob a 

coordenação de Dra. Marílda de Souza Gonçalves.
As implicações da participação do menor, incluindo a natureza, duração, objetivo, 
métodos e meios através dos quais deve ser conduzido o estudo como também a 

ausência de riscos foram explicados pelo investigador (a) nas maternidades Tsylla 

Balbino e Hospital Santo.
Entendo também que eu tenho permissão para a qualquer momento revogar o meu 

consentimento e retirar o menor do estudo sem sofrer nenhuma punição ou perda de 

direitos. Entretanto, os exames poderão ser solicitado caso o médico que o assiste julgue- 

os necessários para a saúde e o bem estar da criança. Minha recusa em permitir que 
meu filho ou tutelado participe do estudo não resultará em punições ou perdas de 

benefícios a que ele(a) tenha direito.

Assinatura do responsável ____________________________________

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu presenciei a explicação acima descrita, confirmando a oportunidade concedida ao 

responsável de formular perguntas e testemunho a assinatura do pai ou responsável pelo 

menor neste documento.

Assinatura da testemunha 1 
Assinatura da testemunha 2

Assinatura do investigador ______________________

Data

Nome do investigador MARÍLDA DE SOUZA GONÇALVES 
Telefone para contato: 0xx71 356-4667 Ramal 265 ou 266



QUESTIONÁRIO APLICADO A MÃE OU RESPONSÁVEIS PELOS RECÉM-NASCIDOS

Nome da Mãe:________________________

Endereço: _________________________

Idade:_______ Raça (mãe) ( ) Branca

( )M. médio

01. Quantas vezes já engravidou?____

02. Já teve aborto? ( ) SIM

Telefone:

Local:

( ) Negra ( )M.claro 

( ) M.escuro

( )NÃO

Em caso de SIM, quantas vezes abortou? ( ) ESPONTÂNEOS ( ) PROVOCADOS

03. Teve acompanhamento pré - natal? ( ) SIM ( ) NÃO

Em caso de SIM, apresentou algum problema? ( ) SIM ( ) NÂO

Qual? ( ) Pneumonia 
( ) Anemia

( ) Infecção Urinária ( ) Dores Ósseas 
( ) Pré - eclâmpsia ( ) outros

( )NÂO04. Já teve algum parto prematuro? ( ) SIM 

Em caso de SIM, quantos partos prematuros?_______

05. Já teve algum óbito fetal inira - uterino?

Em caso de SIM, quantos óbitos fetais intra - uterino? _____

06. Fez uso de cigarros durante a gestação? ( ) SIM

07. Fez uso de bebida alcoólica durante a gestação ? ( ) SIM

( )SIM ( )NÂO

08. Fez uso de alguma outra droga? 

Em caso de SIM, qual o tipo?________

09. Sexo do RN: ( )F

10. Raça do RN: ( ) CLARO

11. Peso do RN: ____________

( )SIM

( )NÂO 

( )NÂO 

( )NÂO

12. Recém - nascido é prematuro? 

Em caso de SIM, qual o período?___

( )M
( ) MÉDIO 

( )SIM

( ) ESCURO

( )NÂO

13. Recém - Nascido apresentou algum problema? ( )SIM ( )NÃO 

Em caso de SIM, qual? ( ) Icterícia ( ) Doença Respiratória ( ) Outros:



LISTA DOS NÍVEIS SÉRICOS DE HOMOCISTEÍNA, FOLATOS, VIATMINA B12, 
PESO DOS RECÉM-NASCIDOS E GENÓTIPOS DA MTHFR.

REC HCY FOL VIT PESO MÜTAM

1
2
3
4
5
6
7
8 
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20 
21 
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

6 . 3 9
10.86

9 . 3 2
1 1 . 2 7

7 . 0 3
8 . 7 8  
4 . 3 0  
6 . 0 8  
5 . 4 1  
9 . 0 0  
4 . 64 
5 . 7 6  
6 . 7 0  
6 . 0 6

1 0 . 2 5
5 . 8 6
5
4

75
98

24  . 3 1  
7 . 9 9  
5 . 1 8  
7 . 67 
7 . 1 4
5
6

42
31

1 0 . 7 1  
8 . 5 1  
7 . 0 5  

1 0 . 5 7  
1 0 . 3 8  
1 8 . 7 8  

4 . 9 1  
7 . 4 5  
5 . 3 7
5
7

43
62

1 0 . 2 7  
8 .10 
5 . 5 8  
6 . 8 3  

1 3 . 7 4  
1 0 . 4 0  

7 . 3 6

2,
4 ,
2 ,

2 ,

3 ,
3 ,
3 ,
4 , 
2 , 

3 , 
2 . 

3 ,
5 , 
2 . 
2 , 

3, 
7 ,
6 , 

4 , 
6 ,

63 
28 
72 
69 
84 
11
24 
43 
61 
26  
56  
75 
60 
91
25  
60 
67
64 
67 
91

8 . 0 9
7 . 3 5
6 .

6
5 ,
3
5

22
37
62
46
66

9 . 8 9
5 . 7 4
9 ,
4 ,
5 ,
6,

74
11
14
73

7 . 2 5  
8 . 3 0  
3 . 2 1  
6 . 0 7  
4 . 3 6
5 ,
7
4
3
5,

89
57
80
68
22

. 1 

. 9 
, 3 
,7 
. 1 
, 1 
. 5 
. 3 
, 9

7 92  
221 
2 0 5  
616  
604 
4 38  
523  
588  
807  
3 0 9 . 1
3 8 2 . 0  
6 2 1 . 8
8 0 9 . 0  
4 9 7  . 9 
3 0 3  . 0

1201.0 
474  . 1
6 9 7 . 8
5 2 6 . 0
5 5 5 . 5
3 0 3 . 8  
8 2 4  . 6 
8 8 2  . 8
9 6 4 . 2
6 2 3 . 8
8 0 7 . 3  
3 8 0 . 2

1 1 8 7 . 0
4 0 1 . 8  
9 4 1 . 0 
3 2 7 . 4
7 2 6 . 8
4 1 1 . 7  
6 5 9 . 3
5 9 9 . 5
1 7 6 . 4
2 1 4 . 5
3 8 6 . 0
4 4 7 . 9  
354  . 1
6 0 2 . 5
4 9 6 . 7
4 7 3 . 0

5 20  
2 7 0  
110 
610 
2 9 0  
100 
150  
020 
8 0 0  
610  
3 4 0  
950  
570  
9 7 0  
7 5 0  

1 . 9 8 0  
3 . 2 4 0  
3 . 750

2 ,

2
3
2
3
3
2
3
3

7 6 0
000
3 5 0
950
120
180
8 4 0
450
000

2
2
2

990  
990  
680

2 . 670  
3 . 1 1 0
3 . 680

3
3

2
3
3
4

5 5 0
7 0 0

900
350
5 5 0
360

1
0
0
0
2
2
2
2
0
0
2
0
0
2
0
0
2
1
1
2
2
1
2
2
2
0
0
2
1
2
2
0
0
0
0



REC HCY FOL VIT PESO MÜTAM

44  8 . 6 7  7 . 6 8  6 2 2 . 1  3 . 6 3 0  0
45  5 . 9 1  9 . 8 6  5 2 8 . 3  2 . 8 8 0  1
46  5 . 4 1  1 1 . 5 8  4 7 9 . 9  3 . 5 7 5  0
47  6 . 6 7  5 . 6 4  1 0 9 9 . 0  2 . 7 7 0  0
48 4 . 5 9  1 4 . 0 0  4 5 5 . 6  3 . 2 2 0  1
49  4 . 8 6  9 . 5 8  1 0 6 1 . 0  3 . 3 2 0  2
50  6 . 2 8  5 . 2 4  3 4 1 . 8  2 , 7 4 0  2
51  5 . 6 4  1 5 . 0 6  5 0 1 . 8  3 . 6 3 0  1
52 6 . 8 2  6 . 3 0  2 7 6 . 9  3 . 7 4 8  0
53  7 . 1 2  7 . 8 9  4 6 4 . 7  3 . 8 3 5  2
54 8 . 4 8  4 . 3 5  3 3 0 . 7  2 . 9 8 5  2
55  8 . 5 2  1 1 . 2 6  2 7 0 . 3  3 . 4 2 0  0
56  7 . 7 7  7 . 1 0  2 8 3 . 6  3 . 1 1 0  0
57  6 . 9 1  1 0 . 2 0  5 0 1 . 7  3 . 0 4 5  0
58  3 . 8 7  1 1 . 0 2  3 5 4 . 0  3 . 5 8 0  0
59  4 . 9 8  9 . 5 4  8 4 3 . 9  3 . 4 2 0  0
60 6 . 7 8  1 1 . 5 8  3 0 8 . 9  3 . 6 2 0  0
61 5 . 6 8  8 . 5 5  1 4 7 0 . 0  3 . 2 7 5  2
62 4 . 8 9  1 0 . 1 2  7 7 8 . 8  3 . 6 6 0  1
63 5 . 8 5  6 . 6 2  4 1 1 . 0  4 . 2 5 0  2
64 6 . 5 8  8 . 1 1  5 3 0 . 5  3 . 0 0 0  2
65 8 . 8 6  1 0 . 9 5  4 5 9 . 1  3 . 1 3 5  2
66  5 , 7 6  5 . 2 2  8 2 9 . 4  2 . 9 6 0  2
67 8 . 7 4  1 1 . 9 8  4 1 0 . 3  3 . 3 3 5  1
68 6 . 6 1  8 . 2 5  4 3 4 . 8  3 . 1 5 0  1
69 6 . 2 0  1 1 . 2 5  5 9 8 . 1  3 . 4 1 0  2
70  5 . 4 6  1 0 . 5 4  7 0 1 . 8  3 . 9 6 0  1
71  4 . 5 8  8 . 7 0  3 3 2 . 5  3 . 5 1 0  1
72 7 . 0 5  1 0 . 9 7  4 8 6 . 6  2 . 8 4 5  1
73  4 . 8 3  8 , 3 8  7 9 7 . 7  3 . 8 3 5  1
74  7 . 0 2  6 . 7 8  4 5 2 . 2  2 . 9 7 0  1
75  5 . 6 5  1 7 . 2 9  6 7 0 . 7  3 . 2 3 5  1

Rec número de registros dos recém-nascidos 

Foi = Níveis séricos de folatos ng/ml 

Vit = níveis séricos de vitamina B12 pg/ml

Mutam: 0,1 e 2 = recém-nascidos heterozigotos, homozigotos e normais 
para o polimorfismo C677T da MTHFR, respectivamente.
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