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RESUMO

A transcobalamina II (TCII) € a dnica proteina que leva a cobalamina (Cbl) para dentro das
células. A TCII ligada a Cbl é denominada Holo-TC. Polimorfismos no gene TC2 podem
alterar a funcdo e a concentragio de Holo-TC. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
dos polimorfismos TC2 P259R e 123V nos marcadores de deficiéncia de Cbl, nas gestantes e
recém nascidos. A Holo-TC n@o foi bom marcador para discriminar deficiéncia de Cbl nas
gestantes, diferente do encontrado para os neonatos. Nao houve associagdo entre genotipos e
valores de tHcy, MMA e Holo-TC maternos. O gendtipos PR+RR foi associado a menores
valores de SAM/SAH e maiores d¢ MMA em neonatos € o s gendtipos 23V+23VV a
menores valores de SAM e maiores de tHcy. O folato sérico foi o melhor fator de predi¢do da
tHcy materna, a Cbl da Holo-TC, e a creatinina e a Cbl do MMA. A Cbl e o folato foram os
preditores para a tHcy neonatal quando foi utilizado apenas as varidveis independentes
maternas no modelo de regressdo linear mdltipla. No entanto, quando as varidveis
independentes foram as neonatais, Cbl, folato sérico e SAM/SAH neonatais foram as
selecionadas para explicar os valores de tHcy neonatal. Para os modelos neonatais de MMA,
a Cbl materna foi a unica selecionada quando o modelo foi feito com varidveis independentes
maternas. E noutro modelo da MMA neonatal, a Cbl e o genétipo PR + RR neonatal
explicaram a variabilidade do MMA neonatal. Para a razio SAM/SAH neonatal, foram o
folato sérico e o gendtipo RR maternos as varidveis selecionadas quando sé foram colocadas
as varidveis independentes maternas no modelo. E finalmente, a tHcy e gendtipos PR + RR
foram as varidveis neonatais selecionadas no modelo de regressao linear multipla para a razao
SAM/SAH neonatal. Podemos concluir que os gendtipos para os polimorfismos TC2 P259R e
123V niao estido associados a variabilidade dos valores maternos dos metabdlitos, no entanto,

no recém nascido esta associagdo foi evidenciada.



ABSTRACT

Transcobalamin II (TCII) is the only protein that can take cobalamin (Cbl) into cells. When
TCII is bound to the Cbl it is called Holo-TC. Polymorphisms in 7C2 gene can alter both the
function and the concentration of Holo-TC. The objective of this study was to evaluate
whether the parameter Holo-TC is a good Cbl deficiency marker; to evaluate the effect of the
polymorphisms 7C2 P259R, 123V and Q234R in the Cbl deficiency markers; to verify the
prediction factors for the values of tHcy, SAM/SAH, MMA and Holo-TC in pregnant women
and their neonates. Holo-TC has proved not be a good marker for discriminating pregnant
women with Cbl deficiency from those without Cbl deficiency, unlike what was seen in the
neonatal group. Maternal genotypes for polymorphisms 7TC2 P259R and 123V were not
related with the alterations of maternal values of tHcy, MMA and Holo-TC. The neonates
presenting genotypes PR+RR showed lower SAM/SAH ratio values and higher MMA values.
The neonates with genotypes 23V+23VV presented lower SAM values and higher tHcy
values. The combination of genotypes IV+VV/PR+RR in the group of pregnant women was
related with lower SAM values. On the other hand, the neonates presenting the same
combination of genotypes presented lower SAM values and SAM/SAH ratio values. Serum
folate was the best predictor for the variation of the maternal tHcy, and Cbl for the Holo-TC
values. The creatinine and the Cbl were the predictors for the values of MMA. Cbl and folate
were the predictors for the neonatal tHcy when only the maternal independent variables were
used in the multiple linear regression model. However, when the neonatal independent
variables were used, Cbl, serum folate and SAM/SAH of neonates were selected to explain
the neonatal tHcy values. For the neonatal models of MMA, only the maternal Cbl was
selected for the model with maternal independent variables. In another neonatal MMA model,
Cbl and neonatal PR + RR genotype explained the variability of the neonatal MMA. For the
neonatal SAM/SAH ratio, serum folate and maternal RR genotype were the variables selected
when only the maternal independent variables were used in the model. Finally, tHcy and
genotypes PR + RR were the neonatal variables selected in the multiple linear regression
model for the neonatal SAM/SAH ratio. We have concluded that the genotypes for the
polymorphisms TC2 P259R and 123V are not related to the variability of the maternal values
of the metabolites; however, this relation is clear when evaluating the values observed in their

newborn babies.
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1. INTRODUCAO

O termo cobalamina compreende um grupo de substincias compostas por um anel
tetrapirrélico e um 4tomo de cobalto central que ligado a outros radicais conferem diferentes
nomes a esta estrutura, como metilcobalamina (MeCbl), hidroxicobalamina (OHCbl) ,
cianoconalamina (CNCDbl) e adenosilcobalamina (AdoCbl) (Klee, 2000). Mais comumente
conhecido como vitamina B12, apenas as formas OHCbl e CNCbl sdo quimicamente
denominadas por ele. A forma MeCbl é predominante no soro assim como a forma AdoCbl
predomina intracelularmente (Quadros, 1986; Klee, 2000).

A Cbl € encontrada em maior concentragdo nos alimentos de origem animal,
principalmente visceras e carnes vermelhas. Embora haja estoques de Cbl no organismo, a
fonte alimentar € essencial, pois a substancia ndo € sintetizada em animais. Apesar de algumas
espécies de bactérias intestinais produzirem essa vitamina em pequenas concentragdes, O
fazem distante dos locais de absor¢@o (intestino grosso), e assim ela é eliminada nas fezes
(BARRIOS et al., 1999).

Virias proteinas sdo essenciais na absor¢do e transporte da Cbl, tais como a proteina
R, o fator intrinseco (FI) e as transcobalaminas (TCI, TCII e TCIII). Apés a ingestdo de
alimentos contendo Cbl, esta se liga a proteina R sintetizada nas glandulas salivares, chega ao
estdmago em forma de complexo Cbl-proteina-R, que € resistente ao pH acido estomacal, e s6
no duodeno, devido a acdo de enzimas pancredticas, esse complexo é clivado e a Cbl é
liberada. O FI, produzido pelas células parietais do estdmago, liga-se a Cbl apenas no
intestino, pois a proteina R tem maior afinidade pela Cbl do que o FI. A Cbl é absorvida pelas
células da mucosa do ileo via receptor para o complexo Cbl-FI e, seqiiencialmente, liga-se as
transcobalaminas e alcanca a circulagdo sangiiinea (SEETHARAM et al., 1999) (Figura 1A).

Ap6s a absorcdo da Cbl pelas células, via receptor especifico para o complexo TCII-

Cbl, a vitamina € convertida nas formas co-enzimaticas MeCbl e AdoCbl (Figura 1B).
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FI: fator intrinseco; TCII: transcobalamina II; MeCbl: metilcobalamina; AdoCbl: adenosilcobalamina.

Figura 1. Mecanismo de absorcdo de Cbl. (A) Absor¢do de Cbl pelas células intestinais. (B)
Absorcdo de Cbl pelas células que expressam na superficie celular o receptor para Holo-TC —

todas as células nucleadas.

Contudo, valores teciduais reduzidos de Cbl podem ser decorrentes de distirbios na

absorcdo, transporte e entrada dessa vitamina nas células (AFMAN et al., 2001). Deficiéncias

na absor¢do podem estar relacionadas com dieta inadequada, deficiéncia de FI, presenga de

pancreatite crOnica e alteracdes gastrointestinais. As altera¢des no transporte da Cbl podem

estar associadas a polimorfismos no gene de TCII (LIEVERS et al., 2002).

As transcobalaminas (TC) pertencem a uma classe de proteinas plasmaticas (TCI,

TCII e TCII) que se ligam a Cbl. A TCI e a TCIII, denominadas haptocorrinas (HC), se

ligam a maior parte da Cbl plasmatica (80%) e ndo apresentam funcdo bem esclarecida,

embora possam estar relacionadas a estocagem de Cbl (OKUDA, 1999).



A TCII ¢ sintetizada no figado (HERZLICH; HERBERT, 1988) e no intestino
(QUADROS et al., 1999) e tem vida média de 1 a 2 horas (LINDGREN et al., 1999). Holo-
TC € o termo utilizado para designar TCII ligada a Cbl (TCII-Cbl) e apo-TC € o termo usado
para TCII na forma de proteina livre. Apenas 20% da Cbl plasmatica se ligam a TCII, que ¢é a
unica proteina responsavel pela passagem da Cbl do plasma para as células. Esse processo
ocorre por ligacdo a receptor especifico na membrana celular que reconhecem Holo-TC
(NAMOUR et al., 2001). Esse receptor estd presente em todas as células cujo metabolismo é
dependente das formas co-enzimdticas de Cbl, ou seja, todas as células nucleadas.

A Cbl na forma de MeCbl atua como co-fator da enzima metionina sintase (MS) na
conversdo de homocisteina (Hcy) a metionina, que recebe um grupo metil proveniente da
conversao de 5-metiltetraidrofolato (metilTHF) a tetraidrofolato (THF) (ZIJINO et al., 2003).
O THF ¢ convertido em 5,10-metil THF, que é co-fator da enzima timidalato sintase na
formacdo de deoxitimidalato trifosfato (dTMP) a partir de deoxiuridilato monofosfato
(dUMP) (Figura 2).

Valores reduzidos de 5,10-metilTHF diminuem a sintese de timidalato, aumentando a
razdo dUMP/dTMP e, em consequéncia, levando a incorporagdo de deoxiuridilato trifosfato
(dUTP) ao DNA, em vez de deoxitimidalato trifosfato (dTTP). A remoc¢do de dUTP pela
DNA-glicosilase pode levar a quebra de filamento de DNA, contribuindo para danos ao DNA
celular. Assim, na deficiéncia de Cbl e folato, a integridade do DNA pode ficar
comprometida. Além disso, uma deficiéncia grave de Cbl pode tornar indisponivel o MeTHF
e elevar os valores de homocisteina total (tHcy).

Valores elevados de tHcy estdo associados a doenga vascular (REFSUM et al, 1998).
As causas de hipermocisteinemia estdo relacionadas a deficiéncias vitaminicas (folato, por

seqiiestro de MeTHF; vitamina B6; Cbl), insuficiéncia renal (FOWLER, 1997) ou mutacgdes



em genes das enzimas, metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR), metionina sintase (MS),
metionina sintase redutase (MSR) e cistationina-B-sintase (KLEE, 2000).

Por sua vez, quando em valores elevados, a tHcy pode ser convertida em S-adenosil-
homocisteina (SAH). Demonstrou-se que valores elevados de SAH podem inibir as reacdes de
metilacdo desempenhadas pela S-adenosilmetionina (SAM) (FINKELSTEIN et al., 1974)
(Figura 2). A SAM ¢é um potente doador de grupos metil a inimeras reagdes, tais como a
sintese da fosfatidilcolina e da esfingomielina das membranas neurais e a metilacdo de DNA,
de RNA, de proteinas (creatina) e de hormonios como a adrenalina) (referencia

A Cbl, na forma de AdoCbl, atua como co-fator na conversdo de metilmalonil succinil
coenzima A a succinil coenzima A. Valores reduzidos de AdoCbl resultam em atividade
diminuida da enzima L-metilmalonil-CoA mutase e em aumento do metabdlito L-
metilmalonil CoA. Deste modo, ocorre reacdo inversa, ou seja, hd aumento de D-metilmalonil
CoA, aumentando os valores de acido metilmaldnico - MMA (MCMULLIN et al., 2001)
(Figura 2).

Valores elevados de MMA plasmético podem ser observados também em defeitos
metabdlicos primérios (como a deficiéncia da metilmalonil-CoA mutase), na insuficiéncia
renal, na deficiéncia de Cbl e na presenca de infeccdo por microorganismos anaerdbios

(ROGERS et al., 2003).
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Figura 2. Vias metabdlicas das quais a cobalamina participa como co-fator enzimaético.

SAM: S-adenosilmetionina; SAH: S-adenosil-homocisteina; MET: metionina; HCY: homocisteina; MS: enzima metionina
sintase; MSR: enzima metionina sintase redutase; MeCbl: metilcobalamina; THF: tetraidrofolato; 5-MeTHF: 5-
metiltetraidrofolato; 5,10MTHF: 5-10 metilenotetraidrofolato; DHF: diidrofolato; CIST: cistationina; AA: aminoacido; AG:
acido graxo; a-CBT: o-cetobutirato; D-MM-CoA: D-metilmalonil coenzima A; L-MM-CoA: L-metilmalonil coenzima A;
Suc-CoA: succinil coenzima A; dATP: deoxiadenisinatrifosfato; dGTP: deoxiguanosinatrifosfato; dCTP:

deoxicitosinatrifosfato.

As conseqiiéncias clinicas iniciais da deficiéncia de Cbl incluem sinais e sintomas

neuroldgicos como ataxia, perda de sensagdo cutanea, reflexos hiperativos ou diminuidos,



deméncia, perda da memdria, psicoses (HEALTON et al., 1991; MEADOWS et al., 1994),
mudang¢a de humor, altera¢des nas fun¢des sensorial, motora e cognitiva (LOUWMAN et al.,
2000) e disfuncdo de crescimento. Posteriormente, pela deplecdo dos estoques de Cbl, podem
aparecer alteracdes hematoldgicas, tais como pancitopenia, macrécitos e neutréfilos
hipersegmentados no sangue periférico, alteracdes essas que podem ser acompanhadas de
medula hipercelular com hiperplasia da série vermelha com caracteristica megalobléstica
PECK e ARIAS (1979). A deficiéncia de Cbl foi associada, ainda, a um maior risco de recém-
nascidos com defeitos no fechamento do tubo neural (DFTN) (AFMAN et al., 2001).

A concentrag@o plasmética de Cbl ndo constitui um bom marcador para caracterizar a
deficiéncia tecidual dessa vitamina, ji que os valores podem estar de acordo com os valores
normais, € no entanto, apresentar deficiéncia tecidual de Cbl. Essa situacdo pode ocorrer no
inicio da deficiéncia dessa vitamina e pela presenca de mutagdes na proteina TCII, que
acarreta alteracdo na ligacdo da TCII a Cbl ou ainda, que altera o reconhecimento da Holo-TC
pelo receptor celular (LIEVERS et al., 2002).

Valores mais altos na concentragdo de MMA plasmadtico sdo considerados bons
marcadores de deficiéncia tecidual de Cbl (MOELBY ef al., 1990), assim como valores mais
elevados de tHcy (REFSUM et al.,, 2001), pois tais niveis antecedem o decréscimo dos
valores de Cbl sérica, o que justifica o fato de os pacientes apresentarem alteracdes
neurolégicas antes do surgimento de anemia (HERBERT ez al., 1990; LINDENBAM et al.,
1995; SCHNEEDE et al., 1994).

Em estudos realizados em pacientes com deficiéncia grave de Cbl, foram observados
valores diminuidos na razio SAM/SAH (média e desvio padrio: 2,9 + 1,2) e valores elevados
de tHcy e MMA. Apds o tratamento com vitamina B, administrada intramuscularmente, o

valor médio dessa razdo atingiu 4,8 + 1,2 e os valores de Hcy e MMA diminuiram,



alcangando a normalidade (GUERRA-SHINOHARA et al., 2001). Tais estudos mostram que
arazdo SAM/SAH é um bom marcador da deficiéncia de Cbl tecidual.

As concentragdes de Holo-TC t€m sido descritas como constituindo um bom marcador
de deficiéncia de Cbl. Valores mais baixos de Holo-TC foram descritos como um marcador
precoce de deficiéncia tecidual de Cbl em varias populagdes, tais como a de mulheres
portadoras de fetos com DFTN (AFMAN et al., 2001), vegetarianos (HERRMANN et al.,
2003b), adultos com valores diminuidos de Cbl (<200 pmol/L) (LINDGREN et al., 1999),
adultos normais e adultos com doenca coronariana (NEXO et al., 2002b), pacientes com
cancer (TISMAN et al., 1993), adultos portadores de HIV (HERBERT et al., 1990) e
pacientes com doencga de Alzheimer (REFSUM; SMITH, 2003).

Os valores de Holo-TC mostram-se aumentados em pacientes com doenga renal,
independentemente da deficiéncia de Cbl, talvez por alteragdes na filtracdo glomerular ou na
reabsorcdo tubular (ANWAR et al., 2004). Os estudos de Herrmann et al. (2003a) mostram
que individuos com insuficiéncia renal apresentam maior concentracdo de Holo-TC circulante
(74 pmol/L) que individuos saudaveis (54 pmol/L), e que os que t€ém essa insuficiéncia ndo
apresentam deficiéncia de Cbl, o que é comprovado pelos baixos valores de MMA, mostrando
assim uma limitacdo metodoldgica da Holo-TC como marcador de deficiéncia de Cbl em
pacientes com doengas renais.

Assim, os metabolitos alterados na deficiéncia de Cbl que podem indicar defici€ncia
tecidual de Cbl s@o tHcy e MMA, assim como a razdio SAM/SAH. Mais recentemente, a
concentracdo de Holo-TC tem sido relacionada com deficiéncia precoce de Cbl tecidual.

A gestacdo € uma situagao fisioldgica em que ocorre aumento do consumo de Cbl para
compensar o aumento do volume sangiiineo materno, a formacdo da placenta e do feto e o

aumento do utero (ZAMORANO et al. 1985).



As concentracdes plasmaéticas de Cbl, assim como dos demais nutrientes, diminuem
durante a gestacdo, em decorréncia da hemodilui¢do. No entanto, tal reducdo nos valores de
Cbl poderia ser considerada insignificante, ja que o figado normalmente contém reserva de
Cbl suficiente para varios anos (ZAMORANO et al., 1985). Acreditamos que essa informacao
seja verdadeira para mulheres que t€m dieta habitual adequada para suprir as necessidades
metabdlicas e manter os estoques de Cbl.

De fato, um estudo de Guerra-Shinohara et al. (2002) revelou baixas concentragdes de
Cbl em gestantes e mostrou que recém-nascidos de mulheres com baixos valores de Cbl
(<115,1 pmol/L) mostraram menores valores de Cbl e maiores valores de tHcy que recém-
nascidos cujas maes apresentavam concentracdes mais elevadas de Cbl, o que demonstra
alteracdes metabdlicas e ndo somente o efeito de hemodilui¢do. Esses resultados sdo
preocupantes, uma vez que o crescimento e desenvolvimento fetais sdo dependentes da
transferéncia materno-fetal desses nutrientes essenciais € do estado nutricional materno
(CIKOT, 2001).

Outro estudo de Guerra-Shinohara et al. (2004) revelou que os valores da razdo
SAM/SAH apresentam-se reduzidos em mulheres com menores valores de Cbl, assim como
em seus recém-nascidos. Tais dados sugerem que as reacdes de metilagdo podem estar
comprometidas.

Outros estudos revelaram gestantes com deficiéncia de Cbl. As prevaléncias de baixos
valores de Cbl em gravidas e lactantes do México foram de 15% e 30%, respectivamente. Os
valores utilizados para caracterizar a defici€éncia dessa vitamina foram 74 a 148 pmol/L
(BLACK et al.,, 1994). Uma deficiéncia de Cbl também foi encontrada em gestantes e
lactantes da Guatemala, bem como em suas criangas de trés meses de idade. Um valor de Cbl
inferior a 147,1 pmol/l foi utilizado nesse estudo para caracterizar defici€ncia desta vitamina

em gestantes (CASTERLINE et al., 1997).



Allen (2004) realizou uma revisdo dos estudos sobre deficiéncias de Cbl e folato em
paises da América (México, Guatemala, Costa Rica, Cuba e Chile) e concluiu que hd
prevaléncia de deficiéncia de Cbl (de até 40%) nas populagdes estudadas. Os valores de
referéncia para caracterizar a deficiéncia dessa vitamina foram Cbl <148 pmol/L no México e
Cbl < 221 pmol/L para os demais paises. A defici€ncia de Cbl pode ocorrer desde a infancia e
¢ mais freqiiente em idosos. Essa deficiéncia é mais comum em gestantes e lactantes em
paises em desenvolvimento (ALLEN, 1994).

Monsen et al. (2003) analisaram as concentracdes de Cbl sérica, folato sérico e
eritrocitirio, tHcy e MMA em 700 criancas com idades de 4 dias a 19 anos. Foram
encontrados menores valores de Cbl sérica nos recém-nascidos de até 4 dias de idade. As
concentragdes de Cbl estavam reduzidas durante os primeiros seis meses de vida e as de tHcy
e MMA estavam elevadas nesse periodo.

Alguns estudos relacionaram valores de Cbl a concentracdes das proteinas
transcobalaminicas. Fernandes-Costa e Metz (1982) estudaram 170 mulheres no decorrer do
periodo gestacional e encontraram diminuicdo significativa nos valores de Cbl, aumento nos
valores de TCI e TCIII e redugdes significativas nos valores de TCII no segundo trimestre,
com aumento no terceiro trimestre. Essas variagdes podem estar relacionadas a alteracdes
hormonais e ao efeito da hemodiluicdo, principalmente do segundo trimestre.

No estudo prospectivo de Zamorano et al. (1985), abrangendo 100 mulheres gravidas
saudaveis, ndo houve diferencga significativa nos valores de Holo-TC entre os trimestres de
gestacdo, tampouco havendo diferenca nos valores de Holo-TC entre o grupo de gravidas e o
grupo de ndo-gravidas. Embora os valores de Holo-TC nao tenham apresentado alteracdes
significativas, os de Cbl diminuiram significativamente entre os trimestres.

Muito ainda resta para ser esclarecido a respeito da relacdo entre valores de Cbl e

concentragdes das transcobalaminas, principalmente de TCII e TCII ligadas a Cbl (Holo-TC).



Varios estudos descrevem a influéncia das mutagdes no gene 7TC2 sobre as variacdes

plasmaticas e teciduais de Cbl. Por isso, a seguir, abordaremos o gene 7C2 e a proteina TCII.

1.1 O gene da transcobalamina II

O gene TC2 esté localizado no cromossomo 22, foi mapeado entre as bandas 22q12 e
22q13 e possui aproximadamente 20 kb (LI et al., 1995; QUADROS et al., 1986). Esse gene
contém 9 éxons e § introns e codifica a proteina transcobalamina II (TCII), com massa
molecular de 43 a 45 kDa (LI et al., 1993).

Nos primeiros estudos sobre a TCII humana foram identificados comportamentos
diferentes em relacdo aos pontos isoelétricos (pl), obtendo-se quatro fenétipos, denominados
X (extremely slow), S (slow), M (medium) e F (fast). Tais diferencas de pl se devem a
polimorfismos no gene 7C2 (LI et al., 1994a). Dentre essas alteracdes moleculares, as
mutagdes TC2 P259R (denominacdo P259R na proteina) e Q234R (denominacdo Q234R na
proteina) apresentam como caracteristica comum a substituicdo de um aminodcido neutro por
uma arginina e poderiam ser responsaveis pela variabilidade fenotipica da TC II (LI et al.,
1994b).

Uma caracteristica importante e comum nas proteinas que se ligam a Cbl (FI e
transcobalaminas), incluindo a TCII, é a presenca de seis regides hidrofobicas conservadas
entre si. Por essa caracteristica comum das proteinas FI, TCI, TCII e TCIII, acredita-se que o
local de ligacdo da Cbl seja toda a regido conservada entre as proteinas, ou parte dela (LI et
al., 1993). No entanto, ndo ha consenso sobre essa hipotese, cogitando-se ainda que o dominio
do receptor que reconhece a Cbl possa estar localizado fora das seis regides conservadas e que
o receptor possa ter propriedades de conformacao ativadas pela ligacdo da Cbl ao ser exposto
na superficie da proteina, possibilitando a entrada e ligacdo da Cbl na bolsa hidrofébica

(Figura 3).



., Sitio hidrofébico

Figura 3. Modelo do sitio de ligacdo da TCII para a Cbl.
Os nimeros romanos referem-se aos éxons do gene TC2 que apresentam regides conservadas e semelhantes a outras
proteinas que se ligam a Cbl.

Os mecanismos pelos quais a TCII estd envolvida na deficiéncia tecidual de Cbl ndo
estdo bem esclarecidos. Alguns estudos relatam que a presenca de mutacdes no gene 7C2
pode acarretar alteracdes nas regides da TCII responsdveis pela ligagdo a Cbl, impedindo a
formacdo do complexo TCII-Cbl (Holo-TC) ou também dificultando o reconhecimento da
Holo-TC pelo receptor expresso na membrana celular (LIEVERS et al., 2002). Outros estudos
relacionaram a presenca da mutacdo como responsdvel pela diminui¢do na expressdo de
RNAm (Li et al., 2003), o que acarretaria diminuicdo total ou parcial na concentracdo de
Holo-TC plasmdtica e conseqiiente diminui¢do nas concentracdes de Cbl intracelular e
plasmatica (HERRMANN et al ., 2003a; TEPLITSKY et al., 2003).

Vérios polimorfismos foram descritos no gene TC2 (LIEVERS et al., 2002) (Figura
4). No presente estudo serdo avaliados os polimorfismos TC2 P259R, TC2 123V e TC2
Q234R. Os trés polimorfismos apresentam distribuicdo bialélica e podem influenciar os
valores de Holo-TC, bem como podem alterar a funcao da proteina.

A67G A701G C1043T

I P
5 ' ﬂ ﬂ 3

A280G G1196A
C776G

Figura 4. Modelo do gene TC2, identificando os 9 éxons e 8 introns e os polimorfismos
descritos nesse gene.



1.1.1 Polimorfismo 7C2 P259R

O polimorfismo C776G no gene TC2 é caracterizado pela substitui¢do de uma prolina
por uma arginina na posicao 259 da proteina (P259R) (LI et al., 1994). A freqiiéncia relativa
do alelo TC2 259R encontrada em homens e mulheres holandeses saudaveis foi de 0,46
(LIEVERS et al., 2002); na populacdo de idosos americanos, foi de 0,43 (Miller et al., 2002);
em mulheres holandesas, de 0,45 (AFMAN et al., 2001); em criancas e adultos italianos, de
0,58 (GUEANT—RODRIGUEZ et al., 2003). Em individuos com doenca vascular, essa
fregiiéncia foi de 0,47 (LIEVERS et al., 2002); em pacientes renais, de 0,40 (FODINGER et
al., 2003), em mulheres holandesas que tiveram filhos com defeito de fechamento de tubo
neural, de 0,44 (AFMAN et al., 2002); em criancas italianas com espinha bifida, de 0,55
(ZETHERBERG et al., 2003b); em fetos provenientes de aborto espontineo, de 0,58
(ZETHERBERG et al., 2004).

A frequéncia relativa desse alelo variou significativamente entre as trés etnias
estudadas por Bowen et al. (2004). Em caucasianos, ela foi de 0,44; na populagdo asidtica, de
0,56; em africanos, de 0,36 (p = 0,022).

No estudo de Afman et al. (2001) foram observados valores significativamente
menores de Holo-TC em mées de criangas portadoras de DFTN que apresentavam gendtipos
259RR (34,8 + 24,9 pmol/L), em comparacdo com maes com gendtipos heterozigotos 259PR
(48,8 + 33,2 pmol/L) e com as de gendtipos 259PP (61,8 + 35,6 pmol/L). No entanto, ndo
houve diferenca significativa entre os valores de Cbl segundo os gendtipos nessas mulheres.
Tais informacdes indicam ndo apenas a interferéncia do genétipo 259RR sobre os valores de
Holo-TC, mas também sua relacdo com o risco de DFTN.

A presenca do gendtipo T7C2 259RR foi relacionada com concentracdes
significativamente menores de Holo-TC, em comparacdo com os genétipos 259PR e 259PP.

Assim, o gendtipo 259RR pode interferir na disponibilidade de Cbl intracelular e



conseqiientemente no metabolismo de tHcy, especialmente em populacdes com valores
limitrofes de Cbl (MILLER et al., 2002).

Individuos portadores do gendtipo TC2 259PR apresentaram valores mais elevados de
tHcy do que individuos com gendtipo TC2 259PP ou TC2 259RR (NAMOUR et al., 2001).
Lievers et al. (2002) estudaram 500 individuos saudaveis e encontraram maiores valores de
tHcy nos que apresentavam gendtipo 7C2 259PR ou 259RR e valores adequados de Cbl
(>299 pmol/L), em comparagdo com individuos que apresentavam o gendtipo TC2 259PP e
valores adequados de Cbl. Esses dados sugerem que o alelo 259P pode afetar a transcri¢do ou
a ligagcdo e transporte da Cbl pela TCII, com positiva viabilidade de Cbl para dentro das
células, enquanto o alelo 259R pode alterar negativamente a viabilidade de Cbl para dentro
das células.

Posteriormente, Afman et al. (2002) estudaram polimorfismos no gene 7C2 na mesma
populagdo e encontraram tendéncia (p = 0,07) em mulheres com genétipo 259RR em
apresentar maiores valores de tHcy do que mulheres com genétipo 259PP. Em relacdo aos
valores de Holo-TC e TC total, Afman et al. (2002) constataram que os individuos com
gendtipo 259RR tiveram valores menores de Holo-TC do que os com genétipo 259PP. Os
individuos com gendtipo 259PR também apresentavam menor concentracdo de
transcobalaminas (TCI + TCII + TCIII) do que individuos com genétipo 259PR e RR.

Miller et al. (2002) obtiveram menores valores de Holo-TC em idosos com gendtipos
TC2 259PR e TC2 259RR do que nos de genétipos TC2 259PP, embora sem diferenca
significativa nos valores séricos de Cbl entre os gendtipos. Além disso, os idosos com
gendtipos TC2 259RR apresentaram valores significativamente maiores de MMA do que
aqueles com gendtipos TC2 259PR e TC2 259PP, sugerindo que o gendtipo 259RR pode

influenciar uma maior suscetibilidade a deficiéncia de Cbl também nessa populacao.



Zetterberg et al. (2002) mostraram que o polimorfismo 7C2 P259R esté relacionado
ao risco de mulheres apresentarem aborto espontaneo. Posteriormente, Zetterberg et al. (2003)
estudaram a frequéncia alélica do polimorfismo MTHFR C677T no gene da enzima
metilenotetraidrofolato redutase e do polimorfismo 7C2 P259R no gene da proteina TCII.
Ambos estdo relacionados ao metabolismo da Cbl e ao aumento de tHcy. Foram analisadas
amostras de DNA de fetos provenientes de aborto espontineo e de doadores de sangue que
estavam sauddveis. As freqii€ncias dos gendtipos MTHFR 677TT, TC2 259PR e 259RR,
analisadas em cada um dos polimorfismos de modo isolado, nao diferiram entre as amostras
dos fetos e dos individuos sauddveis. No entanto, quando se analisou a associacdo entre os
dois polimorfismos, MTHFR C677T e TC2 P259R, foram encontradas maiores frequéncias
dos gendtipos MTHFR 677TT e TC2 259PR e TC2 259RR nas amostras dos fetos do que em
individuos saudéveis, sugerindo que a presenca do alelo MTHFR 677T associada ao alelo 7C2
259R apresentaria maior propensdo ao aborto espontaneo.

Winkelmayer et al. (2004) estudaram 732 individuos (51,8 anos em média)
submetidos a transplante renal e ndo encontraram associa¢do entre os gendtipos do
polimorfismo 7TC2 P259R e valores alterados de Cbl sérica , folato sérico e tHcy nesses
pacientes.

A partir das evidéncias apresentadas, constatamos que o estudo do polimorfismo 7TC2
P259R se torna necessdrio para elucidar a interacdo entre fatores genéticos e nutricionais em

gestantes brasileiras, com o intuito de se conhecer a fisiopatologia dessa deficiéncia.

1.1.2 Polimorfismo 7C2 123V
O polimorfismo TC2 A67G estd localizado no éxon 2 e ocorre pela troca de uma
valina por uma isoleucina na posi¢do 23 da proteina TCII (I23V). A frequéncia relativa do

alelo TC2 23V encontrada em individuos saudaveis foi de 0,13 em mulheres e homens



holandeses (n = 520) (LIEVERS et al., 2002), 0,14 em mulheres holandesas (AFMAN et al.,
2002) e 0,14 em maes irlandesas de criangas com DFTN (SWANSON et al., 2005).

Dentre esses estudos, o de Lievers et al. (2002) foi feito com 190 pacientes que
apresentavam cardiopatia ou alteracdes vasculares, constatando-se que individuos com
gendtipos TC2 2311 e 231V apresentavam maiores valores de tHcy do que individuos com
gendtipo 23V. Quando o polimorfismo 7C2 123V foi associado ao polimorfismo 7C2 P259R,
observou-se que os individuos que apresentavam a combinag@o dos gendtipos 23VV e 259 PR
tiveram menores valores de tHcy em comparacdo as demais associagdes entre os dois
polimorfismos (LIEVERS et al., 2002). A grande limitacdo desse estudo foi o pequeno
tamanho da amostra, pois apenas trés pacientes tinham a combinacio de gendtipos 23VV e
259 PR.

No estudo realizado por Afman et al. (2002) com 42 maes de criancas com DFTN, o
genotipo 231V foi associado com menor concentragdo de TC total (TCI + TCII + TCIII), em
comparagdo com o gendtipo 231I1. Ndo houve associacdo entre os valores de Holo-TC e tHcy

segundo os genotipos para o polimorfismo 123V.

1.1.3 Mutacido 7C2 Q234R

A mutagdo TC2 A701G esta localizada no éxon 5 e ocorre pela troca de uma
glutamina por uma arginina na posicdo 234 da proteina TCII (Q234R) (LI et al., 1994).

Li et al. (1993) sugerem que essa mutacio pode estar relacionada com a diminuicio de
funcdo da TCII devido a substitui¢do de um aminoédcido neutro por um residuo de arginina.
Segundo esses autores, a substituicdo de um aminodcido neutro alteraria a estabilidade
conformacional do sitio de ligagdo para Cbl, na TCII, impedindo essa ligagdo. Assim, a Cbl

ndo seria absorvida pelas células, causando deficiéncia dessa vitamina.



Afman et al. (2002), Lievers et al. (2002) e Namour et al. (1997) avaliaram a presenca
da mutacdo 7C2 Q234R no gene 7C2, mas ndo encontraram essa mutagdo em nenhum dos
individuos estudados. As tré€s populacdes eram de caucasianos sauddveis (73 mulheres
holandesas no primeiro estudo, 500 individuos holandeses no segundo e 159 provenientes do

norte da Franga no terceiro).



2. OBJETIVOS

1.1 Avaliar o pardmetro Holo-TC como bom marcador para caracterizar a deficiéncia

de Cbl em gestantes e recém-nascidos.

1.2 Avaliar o efeito dos polimorfismos 7C2 P259R, 123V e Q234R no metabolismo

das gestantes e dos recém nascidos.

1.3 Identificar os preditores das concentra¢des maternas e neonatais de tHcy, MMA e

Holo-TC.

3.  MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

O grupo de estudo foi constituido de 392 mulheres gestantes e 325 neonatos cujas
amostras foram provenientes do Centro Obstétrico do Hospital Regional do Conjunto
Hospitalar de Sorocaba e do Hospital Santa Lucinda, ambos de Sorocaba-SP.

O presente Projeto foi aprovado pela CONEP (Comissio Nacional de Etica em
Pesquisa) e pela Comissdo de Etica e Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
USP e da Pontificia Universidade Catdlica de Sao Paulo - Centro de Ciéncias Médicas e
Biomédicas de Sorocaba.

Apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi
aplicado as mulheres um inquérito para obten¢do de dados como: identifica¢do pessoal, sécio-

econdmica, histdria gestacional, histéria clinica e familiar.



Critérios de inclusio e exclusio

Participaram do nosso estudo as gestantes que estavam com idade gestacional entre 36
a 42 semanas, que assinaram o Termo Consentimento de Esclarecimento Livre e Esclarecido
(TCLE) cooperando com as informagdes do inquérito e autorizando a coleta das suas amostras
de sangue por acesso venoso e também das veias da placenta apds dectagao.

Foram critérios de exclusdo a presenca de hemoglobinopatias, diabetes, hipertensdo
arterial, malformacédo, doenca cardiaca, doencas hepdtica e renal, neoplasias, infeccdo severa
no periodo de 6 meses anteriores a data do parto, uso de medicagdo que interferisse a
determinagcdo dos metabdlitos quantificados, mulheres gerando fetos com malformacdo ou
fetos gemelares. Estas informac¢des foram obtidas do prontudrio da paciente.

Apdés a coleta e processamento das amostras, foi analisada a presenga de
hemoglobinopatias, bem como, determinadas as atividades das enzimas aspartato
aminotransferase - AST e alanina aminotransferase - ALT e as concentragdes da creatinina e
da wuréia. Estas determina¢Ges foram realizadas para confirmagdo da auséncia de
hemoglobinopatias, alteracio hepatica e alteracdo renal, respectivamente.

Os critérios de exclusdo para os neonatos foram: maes selecionadas apds critérios de

exclusdo, malformacao fetal e valor de apgar no 5° minuto menor que 7.

3.2 Amostras bioldgicas

Coletamos sangue venoso periférico das gestantes e das veias da face fetal das
placentas (correspondentes aos sangues dos recém-nascidos). Foram coletados 2 tubos de 5
mL com anticoagulante K;zEDTA (Img/ml) e 1 tubo de 10ml sem anticoagulante.

As amostras foram processadas no maximo 30 minutos apds a coleta. Uma das

amostras colhidas com anticoagulante KsEDTA foi reservada para extracdo de DNA. Com o



segundo tubo de sangue colhido com K3;EDTA foram realizados os hemogramas e os
hemolisados para determina¢do do folato eritrocitdrio. O restante da amostra de sangue foi
centrifugado a 3000rpm por 7 minutos para obten¢do do plasma. A papa de hemécias foi
usada para obtencdo de hemolisado e para realizagcdo de eletroforeses em pH alcalino e acido
(pesquisa de hemoglobinas variantes, dosagem de hemoglobina fetal e HbA;). O plasma foi
estocado a —80°C para determinagdo da Holo-TC.

A amostra de sangue colhida em tubo sem anticoagulante foi protegida da luz e
centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos, dentro de 1 hora apds a coleta, para obtencdo do
soro. Vdrias aliquotas de soro foram separadas e estocadas a —80°C. Uma das aliquotas foi
utilizada, logo apds a coleta, para quantificacio de creatinina, aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT), no laboratério de Patologia Clinica do Conjunto
Hospitalar de Sorocaba. Outra aliquota de soro foi utilizada para quantificagdo da cobalamina
(vitaminas Bjy) e acido fdlico (folato). Uma terceira aliquota de soro foi enviada para o
Laboratério do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade do Colorado, Denver, E.U.A,
para dosagem dos metabdlitos (homocisteina total, S-adenosilmetionina, S-

adenosilhomocisteina e dcido metilmaldnico).

3.3 Metodologia laboratorial

3.3.1 Determinacdes bioquimicas

1. Determinacdo de creatinina, aspartato aminotransferase (AST) e alanina

aminotransferase (ALT).

A concentracio sérica de creatinina foi utilizada para avaliar as alteracdes na fungdo
renal das participantes deste estudo. As dosagens foram realizadas no equipamento
Dimension-AR® - Dade Behring utilizando a reagdo de Jaffé modificada descrita por Larsen

(1972) para a determinacéo da creatinina sérica.



A atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT) foi determinada no equipamento Dimension-AR® - Dade Behring, utilizando métodos
recomendados pelo International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) modificados por
Saris (1978) e BERGMEYER, SCHEIBE e WAHLEFELD (1978), respectivamente. Ambas
as determinagdes foram realizadas com o objetivo de avaliar a presenca de alteragdes na

funcdo hepdtica das mulheres estudadas.

2. Determinacio dos valores séricos da cobalamina

As amostras de soro utilizadas foram previamente separadas em aliquotas e
armazenadas em freezer a -20°C. As concentra¢do sérica de Cbl foram realizadas por

quimioluminescéncia no equipamento Immulite® (DPC Medlab).

3. Determinacio dos valores de folato eritrocitario e folato sérico

Para a determinacio do folato eritrocitario foi utilizado hemolisado preparados com
ImL de solu¢do a 1% de dcido ascdrbico e 50 uL de sangue total colhido com anticoagulante
K3EDTA. Os frascos contendo aliquotas de soro e hemolisados foram protegidos da luz com
papel aluminio e mantidos a temperatura de -20°C. Ambas as concentragdes foram dosadas
por captura idnica no equipamento IMx (Abbott Laboratories) e por quimioluminescéncia no
equipamento Immulite® (DPC Medlab). Foram utilizadas duas metodologias diferentes para a
determinagdo do folato devido a interrup¢do no fornecimento de kits para dosagem de folato

pela firma Abbott Laboratérios do Brasil.

4. Determinacdao dos metabdlitos intermedidrios do metabolismo da homocisteina e

do acido metilmalonico




A determinacdo da homocisteina total (tHcy) e do dcido metilmalénico (MMA) foi
realizada pelo método de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa com
padrdo interno de is6topo estivel. A S-adenosilmetionina (SAM) e a S-adenosihomocisteina
(SAH), foram determinados empregando a metodologia que utiliza a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa com padrido interno de isétopo estivel. Ambas as
metodologias foram realizadas e patenteadas no Laboratério do Centro de Ciéncias da Sadde
da Universidade do Colorado, Denver, E.U.A, (STABLER et al., 1986, ALLEN et al., 1993

ALLEN et al., 1993b, STABLER; ALLEN, 2004).

5. Pesquisa das hemoglobinas variantes e talassemias

As identificacdes de hemoglobinas variantes ou alteracio na concentracdo de
hemoglobina foi realizada através de eletroforeses quantitativas e qualitativas. Foi Utilizada a
eletroforese em acetato de celulose em pH alcalino (tampao Tris-EDTA-borato, pH 8,6, e
acetato de celulose como suporte) (Marengo-Rowe, 1965) realizado com hemolisado feito
com saponina para pesquisa de Hb H e a eletroforese em pH 4acido (pH 6,2 e agar como
suporte) (Vella, 1968) realizado com hemolisado feito com cloroférmio para a pesquisa de
hemoglobinas variantes. A quantificacdo da hemoglobina Fetal (HbF) foi realizada através da

prova de desnaturacdo alcalina (BETKE et al, 1959).

6. Determinacio de Holo-TC II

A Holo-TC foi determinada em plasma usando método de radioimunoensaio com
anticorpo monoclonal para Holo-TC (Kit Holo-TC RIA Axis-Shield®) (ULLELAND, et al.,
2002). O principio do método para quantificacdo da Holo-TC através do kit Holo-TC RIA
(Axis-Shield®) baseia-se na incubagdo do plasma com microesferas magnéticas acopladas a

anticorpos monoclonais anti-TCII humana. A TCII se liga as microesferas e serdo separadas



das demais transcobalaminas através de um separador magnético. Em seguida serd adicionado
um reagente contendo Cbl marcada [*'Co], um agente redutor e um denaturante para quebrar a
ligacdo da Cbl a TCII . O FI € adicionado e a Cbl que estava ligada a TCII compete com a Cbl
marcada [>’Co]. A concentragdo da [’Co] é medida por contador gama e a medida da
radioatividade € inversamente proporcional a concentracdo de Holo-TC que serd interpretada
através de uma curva dose-resposta construida usando calibradores com Holo-TC

recombinante (ULLELAND et al., 2002).

7. Controle de Qualidade das andlises laboratoriais bioquimicas

A monitoragdo da precisdo, exatidio e controle de qualidade dos parametros
laboratoriais foi realizada pela determina¢do concomitante de soros comerciais , normal e
patolégico, provenientes do kit (Abbott Laboratdrios) e (Immulite ®), além do soro enviado
para controle de qualidade interna do laboratdrio da Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas

- SBAC.

3.3.2 Extracao e avaliacdo do DNA genémico

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue total pelo método de precipitagdo
salina proposto por Salazar e colaboradores (1998). As amostras de sangue foram submetidas
a lise celular com 900 puL do tampao Tris-1 (Tris-HCI a 10 mM pH 8,0, KCl a 10 mM, MgCl,
a 10 mM, EDTA a 2 mM pH 8,0) contendo Triton X-100 a 2,5%. Apés centrifugacio, os
nucleos celulares foram lisados com 220 puL do tampao Tris-2 (Tris-HCl a 10 mM pH 8,0,
KCI a 10 mM, MgCl, a 10 mM, EDTA a 2 mM pH 8,0, NaCl a 400 mM) contendo SDS a
1%. As proteinas foram removidas por precipitagdo salina com 100 uL de NaCl 5 M. O DNA

presente no sobrenadante foi isolado, purificado por precipitacio com etanol absoluto e



ressuspendido em 100 UL do tampdo TE (Tris-HCI a 10 mM e EDTA a ImM e EDTA a
ImM, pH 8,0), e mantido a —20°C.

A integridade das amostras de DNA foi avaliada por separagéo eletroforética em gel
de agarose a 1% em tampa@o TE (Tris-HCI a 90 mM, &cido bérico a 90 mM e EDTA a 2,0
mM, pH 8,0) em cuba de eletroforese submersa (Gibco BRL, Life Technologies Inc.
Gaithersburg, MD, EUA), aplicando-se 4 uL. de DNA e 1 pL. de tampao de amostra de DNA
(azul de bromofenol a 0,25% e glicerol a 30%) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001a). A
separacdo eletroforética foi realizada a 100V por 30 minutos, utilizando fonte EPS 301
(Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). A visualizagdo das bandas formadas foi
feita sob luz UV apds coloragdo do gel com brometo de etideo (0,5 mg/mL), utilizando como
referéncia um marcador de tamanho molecular de DNA de 100 pb (SAMBROOK; RUSSEL,
2001b). A fotodocumentagdo do gel foi realizada pelo sistema de captura de imagem
Chemilmager™ 4400 (v5.5), parte integrante do sistema de digitalizacio de imagens
MultiImageTM Light Cabinet (Alphalnnotech, San Leandro, CA, EUA), composto de uma
camera digital de 8 bits acoplada a uma cdmara escura.

A quantificacio do DNA foi realizada em espectrofotometro Beckman DU 640
(Fullerton, CA, EUA) a 260 nm, e a pureza das amostras do DNA determinada pela relagdo

Azeo/Azg0 (SAMBROOK; RUSSEL, 2001b).

3.3.3 Analise dos polimorfismos

Os polimorfismos P259R (exon 6), 123V (exon 2) e Q234R (exon 5) do gene da
transcobalamina II (TCII) foram analisados pela amplificagdo do DNA gendmico, por reacio
em cadeia da polimerase (PCR), seguidas da técnica do polimorfismo de tamanho de
fragmentos de restricdo (RFLP). Os iniciadores utilizados foram desenhados utilizando-se o

programa Primer Premier v.5.0 (Sigma Chemical Co, St. Louis, EUA) com base na seqii€éncia



de dados disponiveis no Gene Bank (AC005006). Para o polimorfismo 7C2 123V utilizamos o
modelo de iniciador anti-sense segundo Afman et al. (2002). J4 para o polimorfismo 7C2
Q234R usamos o iniciador sense também apresentado por Afman e colaboradores, 2002. O
desenho dos iniciadores foi modificado com o objetivo de detectar, além do sitio polimoérfico,
um sitio constitutivo. Além disso, a mudanga do desenho inicial dos iniciadores permitiu o
ajuste da temperatura de hibridacdo do conjunto de iniciadores, bem como, permitiu a
amplificacdo de um fragmento com menores concentragdes de citosinas e guaninas.

As condicdes da PCR foram avaliadas variando-se a quantidade de DNA, a quantidade
da enzima DNA polimerase, a temperatura de hibridacdo (em gradiente de temperatura) e o
nimero de ciclos necessarios para que os produtos amplificados fossem detectados. Na reacdo
de PCR foram utilizados 50-200 ng de DNA gen6mico, 10 pmol dos iniciadores (Invitrogen,
Sao Paulo/SP, Brasil; Imprint Genetics Corporation, Miami/FL, EUA), 0,2 mmol/L. de dNTPs
(Amersham Biosciences, Piscataway/NJ, EUA), 1,0 U de Taq DNA polimerase (Biotools,
Madri, Espanha; Fermentas Inc., Hanover/MD, EUA) e tampao de PCR [(75 mM Tris-HCI
(pH 9.,0), 50 mM de KCI, 20 mM (NH4),SO4, 2 mmol/L. de MgCl,)], em volume total de 50
uL.

3.3.3.1. PCR-RFLP para o polimorfismo P259R no gene 7C2

Gene TC2: 9 exons e 8 introns
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Figura 5. A- Esquema representando os tamanhos dos fragmentos obtidos nas reacdes de
PCR-RFLP para deteccdo do polimorfismo TC2 P259R, B- Eletroforese em gel de agarose a
2%, corado com brometo de etideo, para detec¢do dos gendtipos para o polimorfismo 7C2

P259R.

A reagdo de amplificacdo do fragmento de 309 pb, referente ao polimorfismo 7C2
P259R, consistiu de uma etapa de desnaturagao inicial a 96°C por 3 minutos, seguida por 30
ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, hibridagcdo a 62,5°C durante 1
minuto e extensdo final a 72°C por 1 minuto) e extensdo final a 72°C por 10 minutos. A
reacdo de PCR para identificar o polimorfismo 7C2 P259R foi realizada em termociclador
Eppendorf Mastercycler® Gradient (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha). Os produtos de
PCR gerados foram analisados em gel de agarose a 1% submerso em TBE pH 8,0 em cuba de
eletroforese (Gibco BRL, Life Technologies Inc. Gaithersburg, MD, EUA), aplicando-se 4 uL
de produto de PCR e 1 pL de tampdo de amostra de DNA (azul de bromofenol a 0,25% e
glicerol a 30%) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001a). A separacdo eletroforética foi realizada a
100V por 30 minutos, utilizando fonte EPS 301 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suécia). A visualizacdo das bandas formadas foi feita sob luz UV apds coloracdo do gel com
brometo de etideo (0,5 mg/mL), utilizando como referéncia um marcador de tamanho

molecular de DNA de 100 pb (SAMBROOK; RUSSEL, 2001a) e fotodocumentadas em



sistema de captura de imagem Chemilmager'™ 4400 (v5.5) (Alphalnnotech, San Leandro,
CA, EUA).

O produto de PCR contendo o alelo 259R € reconhecido e digerido pela enzima de
restricdo Mva 1 da Fermentas Inc., Hanover/MD, EUA, (Figura 5). Para a técnica de RFLP
foram pipetados 10,0 pL. de produto de PCR, 5 U da enzima Mva 1 e 2,0 pL do tampao da
enzima (10mM Tris-Hcl, pH 8,5, 10mM Mgcl,, 10 Kcl, 0,1 mg/ml BSA e 0,5ul) para o
volume final de 20 pL e incubados em banho a 37°C por 4 horas. A identificagdo dos
fragmentos clivados pela enzima Mva I foi realizada em gel de agarose a 2% em TBE pH 8,0
em cuba de eletroforese submersa (Gibco BRL, Life Technologies Inc. Gaithersburg, MD,
EUA), aplicando-se 9 pL de produto de RFLP e 1 pL de tampao de amostra de DNA (azul de
bromofenol a 0,25% e glicerol a 30%) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001a). A separacido
eletroforética foi realizada a 100V por 60 minutos, utilizando fonte EPS 301 (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). A visualizacdo dos fragmentos de DNA formados foi
feita sob luz UV apds coloragdo do gel com brometo de etideo (0,5 mg/mL), utilizando como
referéncia um marcador de tamanho molecular de DNA de 100 pb (SAMBROOK; RUSSEL,
2001a) e fotodocumentadas em sistema de captura de imagem Chemilmager™ 4400 (v5.5)

(Alphalnnotech, San Leandro, CA, EUA).

3.3.3.2. PCR-RFLP para o polimorfismo 123V no gene 7C2

Gene TC2: 9 exons e 8 introns
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Figura 6 . A- Esquema representando os tamanhos dos fragmentos obtidos nas reagdes de
PCR-RFLP para detec¢do do polimorfismo 7C2 123V, B- Eletroforese em gel de agarose a
2%, corado com brometo de etideo, para detec¢do dos genétipos para o polimorfismo 7C2

123V.

A reagdo de amplificacdo do fragmento de 340 pb, referente ao polimorfismo 7C2
123V, consistiu de uma etapa de desnaturacdo inicial a 96°C por 3 minutos, seguida por 30
ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, hibridacdo a 60,8°C durante 1
minuto e extensdo final a 72°C por 1 minuto) e extensdo final a 72°C por 10 minutos. A
reacdo de PCR para identificar o polimorfismo 7C2 123V foi realizada em termociclador
Eppendorf Mastercycler® Gradient (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha). Os produtos de
PCR gerados foram analisados em gel de agarose a 1% submerso em TBE pH 8,0 em cuba de
eletroforese (Gibco BRL, Life Technologies Inc. Gaithersburg, MD, EUA), aplicando-se 4 UL
de produto de PCR e 1 pL de tampdo de amostra de DNA (azul de bromofenol a 0,25% e
glicerol a 30%) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001a). A separagao eletroforética foi realizada a
100V por 30 minutos, utilizando fonte EPS 301 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suécia). A visualizacdo das bandas formadas foi feita sob luz UV apds coloracdo do gel com
brometo de etideo (0,5 mg/mL), utilizando como referéncia um marcador de tamanho
molecular de DNA de 100 pb (SAMBROOK; RUSSEL, 2001a) e fotodocumentadas em
sistema de captura de imagem Chemilmager' ™ 4400 (v5.5) (Alphalnnotech, San Leandro,

CA, EUA).



O produto de PCR contendo o alelo 23V é reconhecido e digerido pela enzima de
restricdo Rsa 1 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). Para a técnica de RFLP
foram pipetados 10,0 uLL de produto de PCR, 5 U da enzima Rsa I e 2,0 pLL do tampao da
enzima (10mM Tris-Hcl, pH 8,0, 7mM Mgcl,, 50mM Nacl,7mM 2-mercaptoetanol, 0,01% de
BSA, 0,2ul de BSA e para o volume final de 20 pL e incubados em banho a 37°C por 4 horas.
A identificagdo dos fragmentos clivados pela enzima Rsa I foi realizada em gel de agarose a
2% em TBE pH 8,0 em cuba de eletroforese submersa (Gibco BRL, Life Technologies Inc.
Gaithersburg, MD, EUA), aplicando-se 9 pL. de produto de RFLP e 1 puL de tampdo de
amostra de DNA (azul de bromofenol a 0,25% e glicerol a 30%) (SAMBROOK; RUSSEL,
2001a). A separacao eletroforética foi realizada a 100V por 60 minutos, utilizando fonte EPS
301 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). A visualizagdo dos fragmentos de
DNA formados foi feita sob luz UV ap6s coloracdo do gel com brometo de etideo (0,5
mg/mL), utilizando como referéncia um marcador de tamanho molecular de DNA de 100 pb
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001a) e fotodocumentadas em sistema de captura de imagem

ChemiImagerTM 4400 (v5.5) (Alphalnnotech, San Leandro, CA, EUA).

Tabela 1- Iniciadores utilizados na rea¢do de PCR para detecc¢io dos polimorfismos no gene

1C2.

Polimorfismo Iniciador sense (5°—3°) Iniciador anti-sense (5°—3’)
Exon2 TC2123V cgtgtgctecgtecag gagatccgaaacttccgtact
Exon5 T7C2 Q234R caatccaaatacctcctatccect cggcetgacttcctcetctctettee
Exon 6 TC2 P259R acctccgaaagagaccctcca gatcttcccagactgtctccea

3.3.3.3. PCR-RFLP para o polimorfismo Q234R no gene 7C2

Gene TC2, 9 exons
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Figura 7. Esquema representando os tamanhos dos fragmentos obtidos nas reacdes de PCR-

RFLP para detec¢ao do polimorfismo 7C2 Q234R.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 4%, revelacio com precipitacao
pela prata, para deteccao dos gendtipos para o polimorfismo 7C2 Q234R.

A reacdo de amplificacdo do fragmento de 618 pb, referente ao polimorfismo 7C2

Q234R, consistiu de uma etapa de desnaturacdo inicial a 96°C por 3 minutos, seguida por 30



ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, hibridacdo a 69,5°C durante 1
minuto e extensdo final a 72°C por 1 minuto) e extensdo final a 72°C por 10 minutos. A
reacdo de PCR para identificar o polimorfismo TC2 Q234R foi realizada em termociclador
Eppendorf Mastercycler® Gradient (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha). Os produtos de
PCR gerados foram analisados em gel de agarose a 1% submersa em TBE pH 8,0 em cuba de
eletroforese (Gibco BRL, Life Technologies Inc. Gaithersburg, MD, EUA), aplicando-se 4 UL
de produto de PCR e 1 pL de tampdo de amostra de DNA (azul de bromofenol a 0,25% e
glicerol a 30%) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001a). A separagao eletroforética foi realizada a
100V por 30 minutos, utilizando fonte EPS 301 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suécia). A visualizacdo dos fragmentos de DNA formados foi feita sob luz UV apds
coloragdo do gel com brometo de etideo (0,5 mg/mL), utilizando como referéncia um
marcador de tamanho molecular de DNA de 100 pb (SAMBROOK; RUSSEL, 2001a) e
fotodocumentadas em sistema de captura de imagem Chemilmager™ 4400 (v5.5)
(Alphalnnotech, San Leandro, CA, EUA).

O fragmento amplificado referente ao polimorfismo 7C2 Q234R foi submetido a
digestdo enzimatica com 10l de produto de PCR, 7,3 pl de 4gua milliQ autoclavada, 2,0ul de
tampdo de reagdo (10mM Tris-Hcl, pH 7.4, 10mM Mgcl,, SOmM Nacl, 1 mM dithiothretol,
200ug/ml BSA e 50% glicerol) e 0,5ul enzima Msp I (New England BioLabs). A mistura foi
incubada em banho a 37°C por 4 horas. A identificacdo dos fragmentos clivados pela enzima
Msp 1 foi realizada em gel de poliacrilamida a 4% em TBE pH 8,0 em cuba de eletroforese
vertical (Gibco BRL, model V16-2, Vertical Gel Eletrophoresis Apparatus, Life Technologies
Inc. Gaithersburg, MD, EUA), aplicando-se 9 pUL de produto de PCR e 1 pL de tampdo de
amostra de DNA (azul de bromofenol a 0,25% e glicerol a 30%) (SAMBROOK; RUSSEL,
2001a). A separacdo eletroforética foi realizada a 120V por 150 minutos, utilizando fonte EPS

301 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). A revelacdo dos fragmentos foi feita



pela precipitagdo com nitrato de prata (solu¢do a 0,17%), utilizando como referéncia um

marcador de tamanho molecular de DNA de 100 pb.

3.3.4 Controle de qualidade das reacoes de PCR-RFLP

Para cada reagdo de PCR preparada é feito um controle de reacdo. Este controle
consiste apenas dos reagentes necessdrios para a amplificagio sem adicio do DNA. Este
microtubo controle acompanha os microtubos com amostras nas reagdes do processo de
amplificacio de DNA e na visualizacdo do tamanho do fragmento amplificado identificado
em gel de agarose 1%. E esperado que nio seja visualizado qualquer fragmento de DNA no
local de aplicagdo do controle.

O controle funcional da enzima de restricdo foi realizado pela presenga de sitio
constitutivo (seqiiéncia de bases reconhecidas pela enzima de restricdo) no fragmento
analisado.

Outra forma utilizada para avaliar os produtos de amplificag@o foi a repeticao de 10%
das reacdes de PCR, escolhidas aleatoriamente para confronto dos resultados obtidos na

primeira reacao.

3.4 Analise estatistica

O banco de dados foi feito em planilha do Programa Excel, para a anélise estatistica
foi utilizado o seguinte programa computacional: SAS System for Windows (Statistical
Analysis System), versdo 6.12. SAS Institute Inc, 1989-1996, Cary, NC, USA.

Para avaliar as varidveis continuas utilizamos a andlise descritiva. Para as varidveis
categdricas utilizamos tabelas de freqii€ncia. Os valores com distribui¢do assimétrica e grande
variabilidade foram submetidos a transformacdo logaritmica para posterior aplicagdo da

analise estatistica.



Foi utilizado o teste de qui-quadrado para verificar se as distribui¢gdes dos genotipos
para cada polimorfismo estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) nos grupos
estudados (gestantes e recém nascidos). O teste de qui-quadrado e o teste exato de Fisher
foram utilizados para analisar as freqii€éncias dos gendtipos dos polimorfismos estudados nos
diferentes grupos étnicos, bem como na andlise das freqiiéncias dos genétipos dos
polimorfismos TC2 P259R e TC2 123V combinados .

O teste t de Student foi utilizado para avaliar se existe diferenca entre as médias dos
valores dos parametros bioquimicos estudados de acordo com os gendtipos maternos e
neonatais para os polimorfismos T7C2 P259R e TC2 123V, quando foram utilizados dois
grupos (por exemplo, gestantes ou recém nascidos com genétipo PP versus gestantes com
genétipos PR + RR). O teste t de Student também foi utilizado para avaliar se existe diferenca
entre as médias dos valores dos pardmetros bioquimicos segundo o grupo étnico (caucaséides
e ndo caucasoides).

A andlise de variancia simples (ANOVA One-way) foi utilizada para avaliar a
alteracdo dos valores dos pardmetros bioquimicos estudados de acordo com os genotipos
maternos e neonatais para os polimorfismos 7C2 P259R e TC2 123V, quando foram utilizados
os trés gendtipos separados (por exemplo: PP versus PR versus RR). Quando houve diferenga
entre os grupos (ANOVA One-way), o teste de Tukey foi utilizado para identificar o grupo
significativamente diferente.

Algumas varidveis maternas poderiam interferir nos resultados obtidos nas andlises de
variancia (ANOVA). Deste modo, realizamos a andlise de covaridncia (ANCOVA) ajustando
o modelo com as seguintes covaridveis: idade das gestantes, paridade, grupo étnico e renda
per capita.

Exclusivamente para o pardmetro Holo-TC, foram excluidas as gestantes com

concentracdes de Holo-TC > 160 pmol/L. do banco de dados e das andlises estatisticas



(correlag@o de Pearson, ANOVA, teste t de Student e curva ROC). Este critério foi adotado no
estudo de MILLER et al. (2006), uma vez que o ultimo ponto da curva de calibragdo para o
método utilizado € 160 pmol/L e ndo s@o conhecidos os efeitos da diluicdo para a
determinacgdo dos valores da Holo-TC.

O coeficiente de correlagdo de Pearson foi utilizado para correlacionar os resultados
das metodologias utilizadas para quantificar o folato sérico. E também foi utilizado para
analisar as correlagdes entre as concentracdes das vitaminas e metabdlitos (cruzamentos entre
dados maternos, cruzamentos entre os dados dos recém nascidos, e finalmente entre os dados
maternos € neonatais).

Virios modelos de andlise de regressao linear multipla saturada foram utilizados para
avaliar os fatores de predicdo para as varidveis dependentes maternas (tHcy, MMA e Holo-
TC). Os valores dos coeficientes de determinagao (Rz) foram obtidos em cada modelo. A
comparagdo dos obtidos em cada modelo foi realizada através da regressdo entre a soma dos
residuos e a diferenca entre os residuos dos modelos de interesse.

Para varidvel dependente tHcy materna foram construidos 21 modelos de regressio
linear multipla saturada. No modelo 1 foram incluidas as varidveis independentes: idade,
paridade, grupo étnico, renda per capita e creatinina. A partir do modelo 2 foram incluidas
uma variavel ou mais varidveis independentes aquelas utilizadas no modelo 1. Em alguns
modelos a varidvel de interesse foi substituida por outra com intuito de checar se hd ou nio
aumento do R* do modelo em relacio ao modelo de referéncia.

Para a varidavel dependente MMA foram feitos os modelos de 22 a 32 (onze modelos).
O modelo 22 foi o modelo de referéncia para os modelos de regressdo linear multipla
saturada, cuja varidvel dependente foi 0 MMA materno. As varidveis independentes incluidas
no modelo 22 foram idade, paridade, grupo étnico, renda per capita e creatinina. Do mesmo

modo, como realizado nos modelos de regressdo para tHcy, foram incluidas uma ou mais



varidveis independentes aquelas utilizadas no modelo 22. Possibilitando a andlise do aumento
ou ndo do R*em relacdo ao modelo 22, ou comparacgio entre os R? de outros modelos de 22 a
32.

Para a varidvel dependente Holo-TC foram feitos os modelos de 33 a 40 (oito
modelos). O modelo 33 foi o modelo de referéncia para os modelos de regressdo linear
multipla saturada, cuja varidvel dependente foi a Holo-TC materna. As varidveis
independentes incluidas no modelo 33 foram idade, paridade, grupo étnico, renda per capita e
creatinina. Do mesmo modo, como realizado nos modelos de regressdo para tHcy e MMA,
foram incluidas uma ou mais varidveis independentes aquelas utilizadas no modelo 33.
Possibilitando a andlise do aumento ou ndo do R* em relacdo ao modelo 33, ou comparacdo
entre os R” de outros modelos de 33 a 40.

Para determinar a capacidade dos parametros Cbl sérica e Holo-TC de discriminar as
gestantes deficientes das ndo deficientes em Cbl foram usadas curvas ROC, assim como para
discriminar os recém nascidos deficientes de Cbl daqueles sem a deficiéncia. Para o grupo de
gestantes, os valores do terceiro quartil do MMA (MMA> 309,5 nmol/L) e do terceiro quartil
de tHecy (tHcy> 8,3 wmol/L) foram utilizados como referéncia. J4 para o grupo de recém
nascidos os valores do terceiro quartil do MMA (MMA> 464,0 nmol/L) e do terceiro quartil
de tHcy (tHcy> 6,9 umol/L) foram utilizados como referéncia.

Virios modelos de regressdo linear multipla com critério stepwise de selecdo de
varidveis também foram realizados com as varidveis dependentes neonatais. Em alguns
modelos foram utilizadas as varidveis independentes maternas e em outros, as variaveis
independentes neonatais.

No modelo 1 utilizamos a tHcy neonatal como varidvel dependente e as varidveis
independentes foram as varidveis neonatais: cobalamina, folato sérico, razdao SAM/SAH,

gendtipos TC2 P259R (separados (PP, PR, RR) e agrupados (PP vs PR+RR); PP € usado



como referéncia) e TC2 123V (separados (II, IV e VV) e agrupados (II vs IV+VV; II € usado
como referéncia)).

No modelo 2 a razdo SAM/SAH neonatal foi a varidvel dependente e as varidveis
independentes neonatais foram : vitamina B12, folato, tHcy, genétipos TC2 P259R (separados
(PP, PR, RR) e agrupados (PP vs PR+RR); PP é usado como referéncia) e T7C2 123V
(separados (I, IV e VV) e agrupados (Il vs IV+VV; II € usado como referéncia)).

No modelo 3 0o MMA neonatal foi a varidvel dependente e as varidveis independentes
neonatais foram vitamina B12, folato, tHcy, gendtipos 7C2 P259R (separados (PP, PR, RR) e
agrupados (PP vs PR+RR); PP é usado como referéncia) e TC2 123V (separados (II, IV e
VV) e agrupados (I vs IV+VV; II € usado como referéncia)).

A partir do modelo 4 as varidveis dependentes foram neonatais como nos
modelos de 1 a 3, porém as varidveis independentes foram maternas. No modelo 4 a tHcy
neonatal foi a varidvel dependente e as varidveis independentes maternas foram: creatinina,
vitamina B12, folato, relacio SAM/SAH, genétipos TC2 P259R (separados (PP, PR, RR) e
agrupados (PP vs PR+RR); PP é usado como referéncia) e TC2 123V (separados (II, IV e
VV) e agrupados (I vs IV+VV; II € usado como referéncia)).

No modelo 5 a razio SAM/SAH neonatal foi a varidvel dependente e as varidveis
maternas independentes foram creatinina, vitamina B12, folato, tHcy, genétipos TC2 P259R
(separados (PP, PR, RR) e agrupados (PP vs PR+RR); PP é usado como referéncia) e TC2
123V (separados (II, IV e VV) e agrupados (Il vs IV+VV; II € usado como referéncia)).

No modelo 6 o MMA neonatal foi a varidvel dependente e as varidveis maternas
independentes foram , vitamina B12, folato, genétipos 7C2 P259R (separados (PP, PR, RR) e
agrupados (PP vs PR+RR); PP é usado como referéncia) e TC2 123V (separados (II, IV e
VV) e agrupados (I vs IV+VV; II € usado como referéncia)).

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja, P<0,05.



4. RESULTADOS.

4.1. CARACTERISTICAS GERAIS DOS GRUPOS ESTUDADOS

Das 390 gestantes que concordaram em participar neste estudo, apenas 369 foram
nele incluidas apés a aplicagdo dos critérios de exclusdo. Das gestantes excluidas, 16
apresentavam hemoglobinopatias (10 casos de HbAS, quatro de HbAC, um de HbA,; elevada
e um de HbF elevada), uma tinha niveis elevados das transaminases, aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), em duas houve malformacao fetal
detectdvel no momento do parto e em duas ocorreu andxia fetal severa (determinada por

indice de Apgar de 1.° e 5.° minutos inferior a 5).

A interpretacdo da intera¢do entre os resultados obtidos das gestantes e de seus
respectivos neonatos se baseou em uma amostra de 292 neonatos e respectivas maes. Néo foi
possivel obter sangue de 77 placentas devido a dificuldades no momento da coleta (sangue
coagulado, corddao umbilical incorretamente clampeado, ocorréncia simultinea de dois ou
mais partos).

As informagdes gerais sobre as gestantes estdo apresentadas na Tabela 2. Houve
predominio de mulheres caucaséides (61%). A idade média foi de 24 anos. As participantes
tinham baixo nivel socioecondmico, como revelou o baixo grau de escolaridade (42,5% nao
tinham concluido o ensino fundamental) e o fato de a grande maioria ndo exercer trabalho
remunerado (73,8%) e apresentarem baixa renda familiar per capita (média geométrica de R$

145,11 reais, equivalente, no periodo das coletas de sangue, a US$ 70,20).



Tabela 2. Caracteristicas gerais das 369 gestantes incluidas no estudo.

Variaveis Média geométrica (IC 95%) N

Idade (anos) 24,3 (23,7-25,0) 365
Grupo étnico 369 (100%)
Caucasdides 223 (61%)
Negréides 141 (38,5%)
Mongoloéides 2 (0,5%)
Sem informacéo 3
Escolaridade
Analfabeta 3(0,8%)
Ensino fundamental incompleto 155 (42,5%)
Ensino fundamental completo 79 (21,6%)
Ensino médio incompleto 43 (11,8%)
Ensino médio completo 75 (20,5%)
Ensino superior incompleto 4 (1,1%)
Ensino superior completo 6 (1,6%)
Sem informag@o 4
Ocupacgio
Sem ocupacgdo remunerada 270 (73,8%)
Com ocupagio remunerada 96 (26,2%)
Sem informag@o 3
Renda per capita 145,11 (33,9-157,2) R$ 356

Nilmero de criancas na familia 1,21 (1,1-1,3) 364

As 122 primigestas perfizeram 33,3% das gestantes e apresentaram idade média de
20,5 anos, enquanto as multigestas foram maioria (242, ou 66,7%), com idade média de 26,5
anos. O nimero de gestacOes para as multigestas variou de 2 a 9. Das multigestas, 75 (30,7%)

estavam na quarta gravidez e duas (0,8%) na nona.

Do total das 369 gestantes, 65 (17,7 %) tiveram de um a quatro abortos anteriores a

gravidez atual. O intervalo interpartal médio foi de 40,3 meses.

Os neonatos incluidos no estudo apresentaram peso médio de 3,214 g, comprimento

de 48,3 cm e valores de Apgar de 1.° e 5.° minutos superior a 7.

4.2. COMPARACAO ENTRE DOIS METODOS PARA QUANTIFICACAO DE FOLATO SERICO

Durante o desenvolvimento do estudo, houve interrup¢do brusca da comercializacdo
do kit IMX Folate (Abbott Laboratories) para determinacdo de folato. Assim, a Unica opg¢ao

foi abandonar o método de captura io6nica desse fabricante e adotar o método de



quimioluminescéncia Immulite (DPC MedLab, Sao Paulo). Os dois métodos diferem em dois

aspectos:

a) No pré-tratamento da amostra: O método IMX ¢ totalmente automatizado, enquanto no

Immulite o pré-tratamento é manual e utiliza banho fervente.

b) Detec¢do do sinal: O método IMX € imunoenzimdtico e o Immulite é um ensaio de
quimioluminescéncia. Além disso, a média dos valores de folato sérico determinados por

Immulite é 20% maior do que a obtida por IMX (Thame et al. 2001).

Desse modo, aplicamos um modelo estatistico de regressao linear a fim de estimar os
valores de folato sérico pelo método IMX em fun¢do dos valores obtidos pelo método
Immulite. Para tanto nos baseamos nos valores de folato sérico de 32 gestantes determinados

por ambos os métodos (Figura 9).

olato Sérico (log(nmol/L)) -

F
o
q

T T T T T
06 08 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
Folato Sérico (log(nmol/L)) - Método 1

Folato sérico megodo mx (10g10) = 0,533 + 0,606 folato sérico wiodo mmulite 10g10)

r=0,835;P <0,001; N=32

(R* = 69,7%; CV = 8,3%; Sxy = 0,10)

Figura 9. Correlagdo entre os dois métodos utilizados para determinacio da concentragdo de
folato sérico (log(nmol/L)).

Os dois métodos apresentaram forte correlagdo significativa (r = 0,835; P < 0,001)
para os valores de folato sérico. Optamos entdo por usar os valores sérico transformados

segundo a equacdo da reta apresentada na Figura 9.




Nao foi possivel comparar os valores de folato eritrocitario materno e neonatal por
dois motivos: por diferirem muito de um método para outro e também por limitacdo
metodolégica (preparo do hemolisado). Assim, os resultados serdo apresentados

separadamente de acordo com cada metodologia.

4.3. ANALISE DOS DADOS BIOQUIMICOS DAS GESTANTES E RECEM-NASCIDOS

As médias geométricas e os intervalos de confianca de 95% (IC 95%) das
concentracdes maternas e neonatais de Cbl sérica, folato sérico e eritrocitario, tHcy, SAM,

SAH, razio SAM/SAH, Holo-TC e MMA estéo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Médias geométricas e intervalos de confianca de 95% dos valores de vitaminas e
metabdlitos em gestantes e neonatos.

Varidveis* Gestantes Neonatos
Média geométrica (IC 95%) Média geométrica (IC 95%)
. 144 (39-150) 230 (217-242)
Cobalamina (pmol/L) N = 368 N = 289
L. 14,3 (13,8-14,9) 32,0 (31,2-32,8)

Folato sérico (nmol/L) N = 367 N = 285
Folato eritrocitario, método 601,9 (565,4-640,7) 1 006,6 (952,8-1063,4)
IMX (nmol/L) N=179 N =133
Folato eritrocitario, método 1012,0 (939,2-1 090,4) 1708,8 (1 615,5-1 807,5)
Immulite (nmol/L) N=131 N=115
tHcy (umol/L) 6,6 (6,4-6,9) 5,7 (5,5-6,0)

N =367 N =287
SAM (nmol/L) 82,2 (79,3-85,2) 186,4 (179,45-193,7)

N =357 N =278
SAH (nmol/L) 19,6 (18,8-20,4) 41,7 (39,5-44,)

N =360 N =281

4,2 (4,0-4,4) 4,5 (4,2-4,7)
SAM/SAH N =357 N =278
368 (352-383)

MMA materno (nmol/L) 237 (224-250) N =285

Holo-TC (pmol/L)

N =304

62,2 (59,0-65,7)
N =353

60,6 (63-70,4)
N =226

*Todos os valores foram convertidos em log; .

As gestantes apresentaram baixo nivel socioecondmico. Com o intuito de avaliar a
associacdo entre renda e alteragdes das concentragdes de vitaminas e metabdlitos, dividimos o
grupo de gestantes segundo os quartis de renda per capita. Observamos que as gestantes com

menor renda per capita (menos de R$ 93,30) apresentaram maiores concentragdes de tHcy e



MMA que as de renda mais elevada (superior a R$ 250,00). Nao houve diferenga nos valores
de folato eritrocitario, folato sérico, SAM, SAH e razio SAM/SAH segundo as faixas de
renda. Porém houve uma tendéncia (P = 0,086) a menores concentracdes de Cbl nas mulheres
pertencentes ao primeiro quartil (menores valores de renda per capita). Na regressdo linear
simples observamos que os valores da renda per capita estiveram inversamente relacionados
as concentragdes de tHcy (P < 0,001). A regressdo linear simples revelou tendéncia (P =

0,058) na relag@o entre renda per capita e valores de MMA.

A influéncia da paridade também foi analisada. Observamos que as mulheres com
mais de uma gestagdo apresentavam menores rendas per capita, menores concentragdes de
SAM, menor razio SAM/SAH, maiores idades e maiores concentracdes de tHcy. Nos
modelos de regressdo linear simples, a paridade relacionou-se diretamente com os valores de

tHey (P = 0,002) e inversamente com a razdo SAM/SAH (P = 0,002).

A associacdo entre grupo étnico e alteragcdes nos valores das concentragdes das
vitaminas e metabdlitos também foi analisada (Tabela 4). As mulheres negréides
apresentaram maiores concentracdes de Cbl. Nao houve diferenca significativa entre os

valores dos demais pardmetros analisados.

Tabela 4. Distribuicdo das médias geométricas e dos intervalos de confianga de 5% para os
valores maternos de vitaminas e metabdlitos, segundo o grupo étnico das gestantes.

Caucasoides Negroéides Valor P (test
Varidveis* Média geométrica Média geométrica tz Ogt : est;e

(IC 95%) (IC 95%) ¢ Studen

Cobalamina (pmol/L) 141 (135-147) 152 (143-161) 0,047
N =222 N =141

Folato sérico (nmol/L) 14,2 (16,5-15,0) 14,5 (13,6-15,4) 0,626
N=223 N =139

Folato eritrocitario, método IMX 619 (567 - 676) 591 (543-643) 0,449

(nmol/L) N =106 N=70

Folato eritrocitario, método Immulite 1023 (930-1124) 992 (873-1128) 0,709

(nmol/L) N =285 N =45

tHey (umol/L) 6,4 (6,1-6,7) 6,9 (6,5-7,4) 0.061
N =222 N =140

SAM (nmol/L) 83,2 (79,6-86,9) 81,3 (76,3-86,6) 0,544
N=216 N=136

SAH (nmol/L) 19,5 (18,5-20,5) 19,7 (18,5-20,9) 0,821
N =217 N =138

SAM/SAH 4,3 (4,0-4,6) 4,1 (3,8-4,5) 0,538
N =216 N=136

MMA materno (nmol/L) 249 (232-267) 223 (205-243) 0,054
N =183 N=116

Holo-TC (pmol/L) 63,8 (59,3-68,7) 65,7 (59,8-72,1) 0,641




N =220 N =140

*Todos os valores foram convertidos em log; .

Desse modo, decidimos realizar as andlises estatisticas ajustando as varidveis renda,

paridade, idade e grupo étnico.

Na gestacdo hé efeito da hemodiluicdo. Como ndo se dispde de valores de referéncia
para caracterizar a deficiéncia de Cbl em gestantes, dividimos as participantes de acordo com
os quartis de Cbl sérica: o primeiro grupo foi constituido das mulheres com menores
concentragdes de Cbl (inferiores a 115,47 pmol/L); o segundo, pelas que apresentaram
concentragdes de 115,47 até menos de 143,13 pmol/L; no terceiro, aquelas com concentragdes
de 143,13 até menos de 180,76 pmol/L; no quarto grupo, aquelas em que as concentragdes
foram iguais ou maiores que 180,76 pmol/L. Analisando-se os valores das vitaminas e dos
metabdlitos de gestantes e neonatos segundo os quartis de Cbl materna, foi possivel conhecer
o comportamento dos valores de folato e dos demais metabdlitos (tHcy, SAM, SAH, razio

SAM/SAH, MMA e Holo-TC) de gestantes e neonatos.

Foi observado que as gestantes com menores valores de Cbl sérica (grupo 1)
apresentaram menores concentracdes de folato sérico e SAM, valores reduzidos da razio
SAM/SAH e maiores concentragdes de tHcy do que as participantes com valores mais
adequados de Cbl. As mulheres com menores concentracdes de Cbl geraram neonatos que
apresentaram concentracdes significativamente menores de Cbl que os demais neonatos,

menores valores da relagio SAM/SAH e maiores concentracdes de tHcy, SAH e MMA.

Com essas informacdes, foi possivel analisar as conseqii€ncias da deficiéncia de Cbl
materna tanto no metabolismo materno quanto no neonatal. Os grificos das andlises de
variancia significativas (Figura 10) permitem observar a evolugdo dos valores nos quatros

grupos € comparar oS valores maternos e neonatais.

Os grificos B e C da Figura 10 mostram diferenca de comportamento entre 0s
valores de folato eritrocitario segundo os dois métodos utilizados. No método de captura
i6nica (IMX) houve um aumento significativo entre os valores maternos e neonatais de folato
eritrocitirio do grupo 1 em relacdo ao grupo 4 (Figura 10B). Ji4 no método de
quimioluminescéncia (Immulite) houve tendéncia (P = 0,086) a diminui¢do dos valores

maternos e nao houve diferenca significativa entre os valores neonatais.

Em todos os gréficos, exceto para os valores de tHcy, os valores das varidveis

neonatais foram maiores do que os maternos. Em alguns pardmetros houve correlacio



significativa entre valores maternos e neonatais. Esse achado é confirmado pelas correlagées

de Pearson entre valores maternos e neonatais (Tabela 5).
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Figura 10. Médias geométricas e intervalos de confianca de 95% das concentracdes de
vitaminas e de metabdlitos de gestantes (circulos cheios e linhas continuas) e de seus recém-
nascidos (circulos vazios e linhas tracejadas), segundo quartis de concentragdes de
cobalamina materna. (Segue.)



Homocisteina (umol/L)

SAH (nmol/L)

Holo-TC (pmol/L)

P=0.001 ]
80 _ 240 ]
754 I 2071 poogin
2004 T = § N
70 \I\I g 180 % .............. § ------------ §
6.5 ji \ g 160
001 poon I ; o
' “O-.. 120 1
5.5- i .......... ~ <
ﬁ 1009 P=0.017
5.0 i 80-_ I/i——_i ()
4.5 60
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
E F
559 P=0.049 5.5
50
1 5.0 I
454 1 P=0071 I
40 O 5 4.5 R UTRETRRREELE o
35 % 40- / I
| P |
30
1 p=0438 § 357 I
25 = & |
1 - P=0.016
20+ §§§\§ E 30 |
15 T T T T T T T T T T T T T T T 1 2.5 T T T T T T T T T T T T T T
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
G H
90+ 1 P=0.002
4401
85 |
80 4001 Q-
> Q 360 Tl
70 1 vs i Y e
65 £ 3209 p=0.106
60 S 280- E
554 b= 1
] 240- T
50 ] \E/
454 P<0.001 200
40 LN R R R A R R R R — Tt
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
I J

Figura 10 (Continuagdo). Médias geométricas e intervalos de confianca de 95% de
concentracdes de vitaminas e de metabdlitos das gestantes (circulos cheios e linhas continuas)
e de seus recém-nascidos (circulos vazios e linhas tracejadas), segundo quartis de
concentragdes de cobalamina materna.



A Tabela 5 apresenta as correlagdes de Pearson entre as varidveis maternas e neonatais.
Houve correlagdo forte e significativa entre as varidveis maternas e neonatais de tHcy (r =
0,700, P < 0,001) e MMA (r = 0,750, P < 0,001). Correlagdes moderadas e significativas
foram encontradas entre Cbl (r = 0,56, P < 0,001), folato sérico (r = 0,428, P < 0,001) e razido
SAM/SAH (r = 0,420, P < 0,001). Correlagdes fracas e significativas foram observadas entre
SAM (r = 0,254, P < 0,001) e SAH (r = 0,39, P < 0,001).

Tabela 5— Correlagdes de Pearson entre os valores maternos (1) e neonatais (2) das vitaminas e dos metabolitos.

Cbl1 Folato Folato Folato tHey 1 SAM 1 SAH 1 Razdo Holo-TC 1 MMA 1
eritrocitirio eritrocitirio  sérico 1 SAM/SAH
IMx 1 Immulite 1 1
Cbl2 R= 0,557 R=0,257 R=-0,041 R=0,246 R=-0,246 R=0,049 R=0,066 R=0,074 R=0,238 R=-0,186
P<0,001 P=0,001 P=0,660 P<0,001 P<0,001 P=0,409 P=0,266 P=0,213 P<0,001 P=0,003
N=297 N=136 N=117 N=29% N=296 N=285 N=288 N=285 N=293 N=244
Folato R=10,298 R= 0,255 R=0.279 R=-0,117 R=0,100 R=0,175 R=-0,060 R=0,091 R=-0,063
eritoditdi P<0,001 P=0,003 P<0,001 P=0,172 P=0,251 P=0,043  P=0,497 P=0,293 P=0,486
IMx 2 N=138 N=135 N=138 N= 138 N=131 N= 133 N= 131 N=135 N=123
Folato R=-0,129 R=0.500 R=0,138 R=- 0,098 R=10,149 R=10,061 R=0,025 R=0,014 R=0,119
eritrocitario P=0,164 P<0,001 P=0,139 P=0,292 P=0,113 P=0,515 P<0,785 P=0,878 P=0,260
Immulite 2 N=117 N=116 N=116 N=116 N=114 N=115 N=114 N=117 N=91
Folato sérico 2 R=10,149 R=0,330 R=0,240 R=0.428 R=0,139 R= 0,060 R=-0,111 R=0,138 R=-0,008 R=-0,090
P<0,010 P<0,001 P=0,010 P<0,001 P=0,018 P=0314  P=0.064  P=0,020 P=0,884 P=0,162
N=293 N=136 N=113 N=293 N=292 N=282 N=285 N=282 N= 286 N=241
tHey 2 R=0,278 R=-0,381 R=-0,338 R=-0,404 R= 0,700 R=-0,133 R=0,087 R=- 0,151 R=-0,092 R=10,148
P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P=0,027 P=0,143 P<0,011 P=0,121 P=0,022
N=290 N=133 N=113 N=289 N=288 N=278 N=281 N=278 N=287 N=237
SAM 2 R=-0,02 R= 10,06 R=0,083 R=-0,09 R=-0.036 R=0,254 R=0,002 R=0.145 R=-0,014 R=10,073
P=0,667 P=0,491 P=0,384 P=0.630 P=0,543 P<0,001 P=0,972 P=0,010 P=0,820 P=0,2711
N=281 N=127 N=111 N=280 N=279 N=269 N=272 N=269 N=279 N=230
SAH 2 R=-0,155 R=-0,052 R=-0,003 R=-0,275 R=0,098 R=-0,049 R=0,388 R=-0,331 R=0,164 R=-0,110
P=0,008 P=0,555 P=0,970 P<0,001 P=0,102 P=0,424 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P=0.092
N=284 N= 128 N=113 N=283 N=282 N=272 N=275 N=272 N=1207 N=233
Razéio SAM/SAH2  R=0,133 R=0,085 R=0,05 R=0,237 R=-0,114 R=0,209 R=-0,382 R=0420 R=0,148 R=0,156
P<0,025 P=0,339 P=0,584 P<0.001 P=0.056 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P=10,013 P=0,018
N=281 N=127 N=111 N=280 N=279 N= 269 N=272 N=269 N=278 N=230
Holo-TC 2 R=0,345 R=0,196 R=0.132 R=0,132 R=-0,208 R=-0,014 R=0,057 R=-0,053 R=10,095 R=-0,179
P<0,001 P=0,034 P=0.161 P=0,030 P<0,001 P=0.823 P=0,347 P=0,389 P=0,118 P=0,008
N=274 N=117 N=114 N=273 N=272 N=266 N=269 N=266 N=271 N=271
MMA 2 R=-0,201 R=- 0,065 R=0,089 R=0,014 R=0,202 R=-0,028 R=0,050 R=0,05 R=0,016 R=0,750
P<0,001 P=0,455 P=0,347 P=0,807 P<0,001 P=0,643 P=0,399 P=0,400 P=0,783 P<0,001

N=288 N=133 N=113 N=287 N=286 N=276 N=279 N=296 N=285 N=236

*Valores de Cbl sérica, folato sérico ¢ eritrocitario, tHey, SAM, SAH, raz8o SAM/SAH, MMA e Holo-TC, foram transformados a log 10.

4.4. Anélise dos polimorfismos no gene 7C2

4.4.1. Distribuicao dos genétipos do polimorfismo 7C2 P259R e TC2 123V nos grupos de
gestantes e de seus recém-nascidos

Verificamos que a distribuicio dos gendtipos maternos para o polimorfismo 7C2
P259R ndo obedeceu ao equilibrio de Hardy—Weinberg, diferindo da distribui¢do dos
gendtipos neonatais (Tabela 6). Devido a esse achado, foram avaliadas as distribui¢des dos
gendtipos por grupo étnico. Observamos que a distribuicdo dos gendtipos nas mulheres
caucasdides ndo obedeceu ao equilibrio de Hardy—Weinberg, diferindo das mulheres
negréides. No entanto, ndo houve diferenga significativa nas freqii€ncias dos genétipos entre

os grupos étnicos (Tabela 7).



Analisamos também a combinacdo dos haplétipos para os polimorfismos 7C2 P259R

e 123V, obtendo maior freqiiéncia para os haplétipos II/RR que para as demais combinagdes

com o gendtipo RR.

Tabela 6. Distribui¢do dos gendtipos e freqiiéncia relativa dos alelos do polimorfismo 7C2
P259R nos grupos de gestantes e neonatos.

Polimorfismos TC?2 Gestantes Neonatos
N N

Polimorfismo P259R

PP 159 (43,0%) 97 (33,6%)

PR 147 (40,0%) 142 (49,1%)

RR 63 (17,0%) 50 (17,3%)

Total 369 (100%) 289 (100%)

HWE P<0,05 P> 0,05
Freqiiéncia relativa dos alelos

Alelo P 0,63 0,58

AleloR 0,37 0,42
Polimorfismo 123V

I 259 (71,0%) 219 (75,8%)

v 101 (27,7%) 64 (22,1%)

\AY 5 (1,4%) 6 (2,1%)

HWE P> 0,05 P>0,05
Freqiiéncia relativa dos alelos

Alelo I 0,85 0,87

Alelo V 0,15 0,13
Mutaciao Q234R

QQ 369 (100,0%) Nao foram genotipados os recém-nascidos

QR 0

RR 0
Freqiiéncia relativa de alelos

Alelo Q 1,00

HWE: Equilibrio de Hardy—Weinberg



Tabela 7. Distribui¢cdo das freqiiéncias dos gendtipos e freqii€ncia relativa dos alelos
maternos para o polimorfismo 7C2 P259R, segundo os grupos étnicos das gestantes.

Genétipos Cauc;séides Negll'\(liides
Polimorfismo
P259R
__PP 90 (40,4%) 67 (47,5%)
PR 91 (40,8%) 53 (37,6%)
RR 42 (18,8%) 21 (14,9%)
HWE P < 0,05 P> 0,05
Freqiiéncia
relativa de alelos
Alelo P 0,61 0,66
Alelo R 0,39 0,34
Polimorfismo 123V
_ I 162 (73,6%) 95 (67,9%)
v 54 (24,6%) 44 (31,4%)
\'AY 4 (1,8%) 1(0,7%)
HWE P> 0,05 P> 0,05
Freqiiéncia relativa de alelos
Alelo T 0,36 0,34
Alelo V 0,14 0,16

Qui-quadrado entre os gendtipos maternos agrupados (TC2 259 PP versus PR + RR) e grupos étnicos: % calculado = 1,81;
q g p grup. grup X

GL =1;P=0,179.

Qui-quadrado entre os gendtipos maternos separados (7C2 23 II versus PR versus RR) e grupos étnicos: x> calculado = 1,40;

GL =1;P=0,237.

* Foram excluidas da andlise de qui-quadrado trés gestantes sem informagdes de grupo étnico e duas mongoldides.

Tabela 8. Distribuicdo das freqiiéncias das combina¢des de gendtipos dos polimorfismos 7C2

P259R e 123V.

I v \AY

Genoétipos Total

N N N
PP 101 (27,6%) 54 (14,8%) 3(0,8%) 158
PR 102 (27,8%) 41 (11,2%) 1(0,2%) 144
RR 56 (15,8%) 6 (1,6%) 1 (0,2%) 63
Total 259 191 5 365 (100%)

Teste exato de Fisher: P < 0,001

Tabela 9. Andlise de associagc@o entre os gendtipos neonatais dos polimorfismos 7C2 P259R
e TC2 123V.

Genotipos I v \'A% Total




N N N

PP 66 (22,8%) 28 (9,7%) 3(1,0%) 97
PR 110 (38,1%) 29 (10%) 3 (1,0%) 142
RR 43 (14,9%) 7 (2,4%) 0 50
Total 219 64 6 289 (100%)

Teste exato de Fisher: P = 0,156

4.4.1.2. Influéncia dos gendtipos dos polimorfismos TC2 P259R e TC2 123V nas
concentracoes de vitaminas e metabdlitos no grupo de gestantes

Nao houve diferenca significativa dos valores de Cbl, folato, tHcy, SAM, SAH,
razdo SAM/SAH, MMA e Holo-TC segundo os genétipos para o polimorfismo 7C2 P259R
nas andlises realizadas sem ajuste de covaridveis (Tabela 10). Foram refeitas as andlises de
variancia ajustando para as covaridveis idade, paridade, grupo étnico e renda per capita.
Houve diferenca significativa entre as concentracdes de folato eritrocitirio (método
Immulite), ou seja, as mulheres com gendtipo 259PR+RR apresentaram menores
concentragdes de folato eritrocitirio que as de gendtipo 259PP. Nao houve diferenga

significativa entre as médias para as demais varidveis apds o ajuste por covaridveis.

Tabela 10. Distribuicdo das médias ajustadas para os valores maternos de Cbl, folato sérico,
SAM, SAH, relacido SAM/SAH, Holo-TC e MMA, segundo os genotipos do polimorfismo
TC2 P259R (PP versus PR+RR) para as gestantes.

Variaveis* - PI.) £ P R+-RR ANCOVA
Médias ajustadas Médias ajustadas Valor P
Cobalamina (pmol/L) 146 (N = 154) 146 (N = 198) 0,997
Folato sérico (nmol/L) 14,7 (N = 154) 14,0 (N = 196) 0,236
tHey (pmol/L) 6,7 (N = 154) 6,6 (N = 196) 0,932
SAM (nmol/L) 83,2 (N = 149) 81,5(N=192) 0,576
SAH (nmol/L) 19,7 (N = 151) 19,7 (N = 193) 0,990
SAM/SAH 4,2 (N = 149) 42 (N=192) 0,729
MMA (nmol/L) 232 (N = 127) 237 (N = 156) 0,742
Holo-TC (pmol/L) 68 (N = 151) 61 (N =197) 0,100

*Todos os valores foram convertidos em log; .



ANCOVA: andlise de variancia ajustada pelas covaridveis idade, paridade, grupo étnico e renda per capita.

O grupo das gestantes portadoras de gendtipos com alelo 23V (genétipos 23IV+V)
foi separado do grupo das gestantes com genétipo 2311 para que se pudesse analisar a
influéncia dos gendtipos nos valores das vitaminas e metabdlitos maternos. Foram observados
valores mais baixos de SAM e folato eritrocitirio (método de quimioluminescéncia) e
tendéncia a maiores valores de Holo-TC nas gestantes que apresentaram gendtipos 23IV+VV
do que naquelas com gendtipo 23II (Tabela 11). Essa andlise ndo foi ajustada pelas
covaridveis pré-determinadas. Na andlise de covaridncia os menores valores de folato
eritrocitario continuaram sendo os de gestantes com gendtipos 23IV+VV. Houve, dessa vez,
tendéncia a valores menores de SAM no mesmo grupo de gestantes. Ndo foi observada
diferenca nos valores de Holo-TC e dos demais analitos entre as gestantes com gen6tipos 2311

e 23IV+VV (Tabela 12).

Tabela 11. Distribuicdo das médias geométricas e intervalos de confianca (IC 95%) para os
valores maternos de Cbl sérica, folato sérico, tHcy, SAM, SAH, relacio SAM/SAH,MMA e
Holo-TC, segundo os genétipos agrupados do polimorfismo 7C2 123V das gestantes.

I IV+VV

Variaveis* Média geométrica Média geométrica Teste\z;;zrsgldent
(AC95%) (IC 95%)
Cobalamina sérica 143 (137-149) 147 (138-158) 0,417
(pmol/L) N =259 N =106
Folato eritrocitario 598,8 (555,2-645,7) 605,0 (539,6-678,6) 0,889
IMX (nmol/L) N =135 N=42
Folato eritrocitéario 1089,5 (993,1-1195,3) 921,8 (813,8-1044,2) 0,030
Immulite (nmol/L) N=77 N=52
Folato 14,3 (13,6 -15,0) 14,6 (13,6-15,6) 0,653
Sérico (nmol/L) N =258 N =105
6,5 (6,2-6,8) 6,8 (6,3-7,3) 0,267
tHey (umol/L) N =257 N = 106
84,0 (80,3-87,8) 76,7 (72,7-81,0) 0,012
SAM (nmol/L) N = 252 N = 101
19,7 (18,8 - 20,7) 19,2 (17,8 - 20,6) 0,515
SAH (nmol/L) N =253 N = 103
~ 4,3 (4,0-4,6) 4,0 (3,7-4,4) 0,270
Razdao SAM/SAH N =153 N = 143
240 (224-256) 232 (210-257) 0,594
MMA (nmol/L) N =208 N=92
62,3 (58,2 - 66,7) 70,5 (63,5 -78,2) 0.054
Holo-TC (pmol/L) N = 255 N = 106

*Todos os valores foram convertidos em log .



Tabela 12. Distribuicdo das médias ajustadas para os valores maternos de Cbl, folato sérico,
SAM, SAH, relacio SAM/SAH, Holo-TC e MMA segundo os gendtipos do polimorfismo
TC2 123V (Il versus IV+VV) para as gestantes.

Variaveis* Médias gg)métricas Média?;:;]n‘llétricas ANCOVA
ajustadas Médias ajustadas Valor P
g)‘;ﬁg}gi“a 144 (N = 248) 150 (N = 100) 0,301
fﬁ;‘;‘glfgggta“o 601,4 (N = 130) 6050 (N = 39) 0,947
Eflﬁtu"higt(fgg‘/i‘; 1081,3 (N = 74) 911,6 (N = 49) 0,035
Folato sérico (nmol/L) 14,3 (N = 247) 14,6 (N = 99) 0,728
tHey (umol/L) 6,6 (N = 246) 6,8 (N = 100) 0,337
SAM (nmol/L) 83,6 (N = 242) 77,9 (N = 95) 0.095
SAH (nmol/L) 19,9 (N = 243) 19,1 (N =97) 0,377
SAM/SAH 42 (N =242) 4,1 (N =95) 0,615
MMA (nmol/L) 236,3 (N =201) 234,3 (N =87) 0,887
Holo-TC (pmol/L) 62,3 (N = 244) 68,3 (N = 100) 0,163

*Todos os valores foram convertidos em log; .

ANCOVA: anilise de varidncia ajustada pelas covaridveis idade, paridade, grupo étnico e renda per capita.

A associagdo da combinagdo entre gendtipos maternos para os polimorfismos 7C2
P259R e 123V e as alteragcdes nas concentracdes maternas de vitaminas e metabdlitos foi
avaliada em nosso estudo através da andlise de variincia ajustada pelas covariaveis idade,
renda, paridade e grupo étnico (Tabela 13). Foram observadas menores concentragdes de
SAM e de folato eritrocitario (método Immulite) em gestantes com genétipos TC2 259

PR+RR e 23IV+VV do que naquelas com genétipos 259PP e 2311



Tabela 13. Distribuicdo das médias ajustadas para os valores maternos de Cbl, folato sérico,
SAM, SAH, relacdo SAM/SAH, Holo-TC e MMA segundo a combinacdo dos gendtipos dos

polimorfismos T7C2 P259R e TC2 123V para as gestantes.

Combinacio dos genétipos maternos dos

polimorfismos 7C2 P259R e 123V

Variaveis
PPell PR+RR e IV+VV Agﬁg‘;,“
Cobalamina (pmol/L) 147 (N =99) 153 (N =46) 0,084
El‘ﬁf;goe;ﬁg’fl(ﬁgl L 625.6 (N = 51) 600,5 (N = 21) 0,688
i‘)e}f;goeﬁg;ﬁfg&mol L 1232,3 (N = 30) 839,9 (N = 21) 0,003
Folato sérico (nmol/L) 14,7 (N =99) 14,0 (N = 45) 0,495
tHey (umol/L) 6,7 (N = 99) 7,0 (N = 46) 0,441
SAM (nmol/L) 83,7 (N = 97) 73,1 (N = 44) 0,040
SAH (nmol/L) 20,0 (N = 97) 18,8 (N = 44) 0,377
SAM/SAH 42 (N=97) 3,9 (N = 44) 0,475
MMA (nmol/L) 231,5 (N = 76) 238,0 (N = 37) 0,764
Holo-TC (pmol/L) 60,9 (N = 92) 60,6 (N = 45) 0,961

*Todos os valores foram convertidos em log .

ANCOVA: anilise de variancia ajustada pelas covaridveis idade, paridade, grupo étnico e renda per capita.

A avaliagdo do efeito da mutacdo Q234R ficou prejudicada devido a auséncia de

gestantes com presenca de alelo raro.

4.5. INTERACAO ENTRE POLIMORFISMOS E VARIAVEIS BIOQUIMICAS NO GRUPO DAS
GESTANTES

Com o objetivo de identificar relagdes significativas entre duas varidveis
isoladamente, varios modelos de regressdo linear simples foram aplicados, utilizando as
varidveis independentes maternas (idade, paridade, renda per capita, creatinina, folato,
cobalamina, Holo-TC e gendtipos para os polimorfismos 7C2 P259R e TC2 123V) versus as
varidveis dependentes maternas tHcy, MMA e SAM/SAH.

Com os resultados obtidos em cada modelo de regressdo linear simples, foram
construidos vérios modelos de regressdo linear multipla, a fim de se observar o efeito de

interacdo entre as varidveis.



A seguir serdo apresentados os modelos de regresséo linear multipla adotados para os

valores maternos da variavel dependente tHcy (Tabela 14).

No primeiro modelo de regressdo linear multipla saturada, para a varidvel
dependente tHcy, utilizaram-se as varidveis independentes idade, paridade, grupo étnico,
renda e creatinina. O valor R? total do modelo foi 6,87% e as varidveis idade e paridade
apresentaram relagcdo significativa com tHcy. Houve tendéncia (P = 0,056) para a relacio
inversa entre renda per capita e tHcy (modelo 1, Tabela 13). Em seguida foram aplicados
outros modelos de regressdo linear multipla (modelos 2 a 21, Tabela 13), nos quais foram
acrescentadas ou substituidas outras varidveis independentes ao grupo utilizado no modelo 1,
com o objetivo de avaliar se havia aumento significativo de R total de cada novo modelo em

comparagdo com o modelo 1.

No modelo 2, ao qual foi acrescentada cobalamina em relagdo ao modelo 1, houve
um aumento (10,21%) de R’ aumento esse que ndo foi, porém, significativo quando
comparado com o valor R? do modelo 1 (6,87%) (P = 0,073). J4 no modelo 3, ao qual foi
acrescentado folato sérico em relagdo ao modelo 1, houve um aumento significativo e
acentuado de R?, de 6,87% para 26,28%, mostrando a influéncia do folato sérico materno nos

valores de tHcy materna.

No modelo 4 foram incluidos Cbl e folato sérico em relagdo ao modelo 1. Dessa vez,
ndo houve aumento de R* em comparag@o com o modelo 3, ao qual fora acrescentado apenas

folato sérico (modelo 3 versus modelo 4, P = 0,464).

No modelo 5, por sua vez, observamos que o acréscimo de Holo-TC ndo levou a
aumento do valor de R obtido com o modelo 1. Tampouco foram encontradas diferengas
significativas entre os valores de R? dos modelos 1 versus 15 (P = 0,087) e dos modelos 2

versus 15 (P =0,815).

Nzo houve diferenca significativa entre os valores de R* dos modelos 7 a 14 em
relacdo ao modelo 4, mostrando que a inclus@o de outros metabdlitos ou de gendtipos para os

polimorfismos TC2 P259R e 123V nio fez esse valor aumentar em relacdo ao do modelo 4.

A inclusdo dos gendtipos para os polimorfismos 7C2 P259R e 123V, seja
isoladamente (modelos 16 e 17) ou em combinagdo (modelo 18), ndo aumentou o valor de R?
nos modelos 16 a 18 em relagdo ao modelo 1. O mesmo aconteceu quando foram incluidas as

associacoes entre Cbl e gendtipos (modelos 19 a 21).



Tabela 14. Modelos de regressdao linear multipla saturada para estudar a relacdo entre as
varidveis maternas independentes e a varidvel dependente tHcy materna.

de‘lf)zfli(;i:sie: . Variaveis Intercepto B Valor P R? parcial R? total
tHcy materna independentes* (EP) (EP) (%) (%)
Idade -0,24 (0,13) 0,015 1,50 6,87
Paridade 0,19 (0,10) 0,003 1,01
?1/1\10;1631;)01) Grupo étnico 1,18(0,02)  0,03(0,06) 0274 0,35
Renda -0,05 (0,02) 0,056 3,85
Creatinina 0,08 (0,10) 0,442 0,16
Idade -0,17 (0,10) 0,080 0,74 10,21
Paridade 0,16 (0,06) 0,010 1,03
Modelo 2 Grupo étnico 153 (0.16) 0,03 (0,02) 0,121 0,67
(N =350) Renda -0,05 (0,03) 0,110 2,95
Creatinina 0,10 (0,10) 0,319 0,26
Cbl -0,21 (0,06)  <0,001 4,57
Idade -0,10 (0,09) 0,248 0,26 26,28
Paridade 0,11 (0,06) 0,061 0,53
Modelo 3 Grupo étnico (NB) 154 (0.12) 0,02 (0,02) 0,147 0,46
(N =349) Renda -0,06 (0,03) 0,025 3,05
Creatinina 0,08 (0,09) 0,396 0,16
Folato Sérico -0,44 (0,05) <0,001 21,82
Idade -0,08 (0,09) 0,357 0,18 26,73
Paridade 0,10 (0,06) 0,080 0,53
Grupo étnico (NB) 0,03 (0,02) 0,105 0,46
Modelo 4 Renda 1,66 (0,15)  -0,05(0,03) 0,037 3,05
(N = 349)
Creatinina 0,09 (0,09) 0,347 0,17
Cbl -0,08 (0,05) 0,147 0,52
Folato Sérico -0,42 (0,05) <0,001 21,82
Idade -0,22 (0,100 0,026 1,31 6,63
Paridade 0,19 (0,07) 0,005 0,86
Modelo 5 Grupo étnico (NB) 124.0.15) 0,02 (0,02) 0,248 0,40
(N'=336) Renda -0,05 (0,03) 0,074 3,51
Creatinina 0,08 (0,11) 0,432 0,18

Holo-TC -0,05 (0,04) 0,236 0,37




Idade -0,09 (0,09) 0,331 0,19 25,25
Paridade 0,10 (0,06) 0,103 0.39
Grupo étnico (NB) 0,02 (0,02) 0,145 0,55
?1/1\10;1631;56) Renda 1,53 (0,14)  -0,06 (0,03) 0,025 2,92
Creatinina 0,08 (0,09) 0,379 0,18
Folato Sérico -0,43 (0,05)  <0,001 21,04
Holo-TC -0,01 (0,04) 0,968 0,01
Idade -0,07 (0,09) 0,449 0,14 25,61
Paridade 0,09 (0,06) 0,147 0,37
Grupo étnico (NB) 0,03 (0,02) 0,110 0,55
Modelo 7 Renda 163 (0.16) -0,06 (0,03) 0,036 2,92
(N =335) Creatinina 0,09 (0,09) 0,349 0,19
Cbl -0,07 (0,06) 0,214 0,40
Folato Sérico -0,42 (0,05)  <0,001 21,04
Holo-TC 0,01(0,04) 0816 0,01
Idade -0,08 (0,09) 0,369 0,18 26,62
Paridade 0,08 (0,06) 0,147 0,36
Grupo étnico (NB) 0,02(0,02) 0,133 0,50
Modelo 8 Renda 178 0.18) -0,05 (0,03) 0,038 2,65
(N = 340) Creatinina 0,11 (0,09 0,243 0,27
Cbl -0,07 (0,06) 0,198 0.48
Folato Sérico -0,42 (0,05)  <0,001 21,98
SAM -0,06 (0,05) 0,247 0,20
Idade -0,07 (0,09) 0,441 0,13 27,99
Paridade 0,10 (0,06) 0,075 0,60
Grupo étnico (NB) 0,03 (0,02) 0,098 0,50
Renda -0,05 (0,03) 0,039 2,88
?14\102631239) Creatinina 183016 0,15(0,10) 0,124 0.49
Cbl -0,08 (0,05) 0,135 0.49
Folato Sérico -0,44 (0,05)  <0,001 22,19
SAH -0,12(0,05) 0,017 0,72
Idade -0,07 (0,09) 0,407 0,15 26,48
Paridade 0,10 (0,06) 0,104 0,36
Grupo étnico (NB) 0,03 (0,02) 0,112 0,50
Modelo 10 Renda 165 (0.15) -0,05 (0,03) 0,051 2,65
(N = 340) Creatinina 0,09 (0,09) 0,310 0,18
Cbl -0,08 (0,06) 0,139 0.48
Folato Sérico -0,43 (0,05)  <0,001 21,98
SAM/SAH 0,03 (0,04) 0,397 0,17




Idade 0,08 (0,09) 0,362 0,18 26,90
Paridade 0,10 (0,06) 0,080 0,53
Grupo étnico (NB) 0,02 (0,02) 0,123 0,46
Renda 0,05 (0,03) 0,042 3,05
Modelo 11 o 1,67 (0,15)
(N = 349) Creatinina ’ ’ 0,10 (0,09) 0,299 0,17
Cbl 0,08 (0,05) 0,152 0,52
Folato Sérico 0,42 (0,05)  <0,001 21,82
Genétipo P259R 0,01 (0,02) 0,381 0,17
(PP+PR)
Idade 20,06 (0,09) 0471 0,11 27.27
Paridade 0,10 (0,06) 0,101 0,62
Grupo étnico (NB) 0,03 (0,02) 0,108 0,50
Renda -0,05(0,03) 0,033 3,11
Modelo 12 o 1,65 (0,15)
(N = 345) Creatinina ’ ’ 0,08 (0,09) 0,398 0,14
Cbl 0,09 (0,05) 0,123 0,53
Folato Sérico 0,42 (0,05)  <0,001 21,92
Genétipo 123V 0,02 (0,02) 0,214 0,32
(IV+VV)
Idade -0,06 (0,09) 0,482 0,11 27,42
Paridade 0,10 (0,06) 0,101 0,62
Grupo étnico (NB) 0,02 (0,02) 0,124 0,50
Renda 0,05 (0,03) 0,038 3.11
Modelo 13 Creatinina 166 (0.15)  0.09(0,09) 0348 0,14
(N'=345) Cbl 0,08 (0,05) 0,126 0,53
Folato Sérico 0,42 (0,05)  <0,001 21,92
Gendtipo P259R -0,01 (0,02) 0,399 0,16
(PP+PR)
Genétipo 123V 0,02 (0,02) 0,259 0,32
(IV+VV)
Idade 20,11(0,10) 0,290 0,30 27,98
Paridade 0,11 (0,06) 0,075 0,54
Grupo étnico (NB) 0,04 (0,02) 0,032 1,09
Modelo 14 Renda 140/ (0.21) 0,04 (0,03) 0,128 3,18
(N =291) Creatinina 0,01 (0,10) 0,893 0,01
Cbl 0,08 (0,06) 0,173 0,56
Folato Sérico 0,41 (0,05)  <0,001 20,85
MMA 0,10 (0,04) 0,016 1,46




Idade 0,16 (0,10) 0,112 0,64 9,42
Paridade 0,15(0,07) 0,024 0,69
Grupo étnico (NB) 0,03 (0,02) 0,123 0,78
Modelo 15 Renda 1,53(0,17)  -0,05(0,03) 0,121 2,57
(N =336)
Creatinina 0,10 (0,10) 0,348 0,23
Cbl 0,20 (0,06) 0,002 4,47
Holo-TC 0,02(0,04) 0,701 0,04
Idade 20,23(0,10) 0,017 1,50 6,71
Paridade 0,19 (0,06) 0,003 1,01
Modelo 16 Grupo étnico (NB) 1,16 (0,13) 0,02 (0,02) 0,262 0,35
(N'=350) Renda -0,06 (0,03) 0,055 3,85
Genétipo P259R 0,01 (0,02) 0932 0,01
(PP+PR)
Idade 20,23(0,10) 0,021 1,39 6,87
Paridade 0,19 (0,06) 0,004 1,09
Modelo 17 Grupo étnico (NB) 1,15 (0,13) 0,02 (0,02) 0,266 0,38
(N'=346) Renda 0,05 (0,03) 0,058 3,75
Genétipo 123V 0,02 (0,02) 0,337 0,25
(IV+VV)
Idade 20,23 (0,10) 0,021 1,39 6,87
Paridade 0,19 (0,06) 0,004 1,09
Grupo étnico (NB) 0,02 (0,02) 0,270 0,38
Modelo 18
(N = 346) Renda LISO.13) 405 (0,03) 0,060 3,75
Gendtipo P259R -0,01(0,02) 0,933 0,01
(PP+PR)
Genétipo 123V 0,02 (0,02) 0,347 025
(IV+VV)
Idade 0,17 (0,10) 0,091 0,74 9,95
Paridade 0,16 (0,06) 0,012 1,03
Grupo étnico (NB) 0,03 (0,02) 0,114 0,67
Modelo 19 1,50 (0,16)
(N = 350) Renda ~UE 0,05 (0,03) 0,105 2,95
Cbl -0,20 (0,06)  <0,001 4,57
Genétipo P259R 20,01 (0,02) 0,946 0,00
(PP+PR)
Idade 0,16 (0,10) 0,110 0,67 10,59
Paridade 0,16 (0,06) 0,015 1,08
Grupo étnico (NB) 0,03 (0,02) 0,111 0,71
Modelo 20 1,51 (0,16)
(N = 346) Renda -0,04 (0,03) 0,123 2,73
Cbl 0,22 (0,06)  <0,001 5,03
Genétipo 123V 0,02 (0,02) 0,241 0,36

avV+Vy)




Idade 0,16 (0,10) 0,111 0,67 10,59

Paridade 0,16 (0,06) 0,015 1,08
Grupo étnico (NB) 0,03 (0,02) 0,114 0,71
Modelo 21 Renda 151 (0,16) -0,04(0,03) 0,125 2,73
(N'=346) Cbl 0,22 (0,06)  <0,001 5,03
Gendtipo P259R -0,01(0,02) 0,939 0,01

(PP+PR)
Genétipo 123V 0,02(0,02) 0,249 0,36

(IV+VV)

As varidveis numéricas foram transformadas em log;o. EP: erro padrdo. R*: coeficiente de determinaco.

Os genétipos 259 PP e 2311 foram utilizados como referéncias para os polimorfismos 7C2 P259R e 123V, respectivamente. O
grupo étnico caucasdide foi usado como referéncia.

Comparagdes entre os valores de R* dos modelos de regressdo linear miltipla com varidvel dependente tHcy: 4 vs 5: P <
0,001; 4 vs 7: P =0,855; 4 vs 8: P = 0,546; 4 vs 9: P = 0,223; 4 vs 10: P = 0,651; 4 vs 11: P =0,658; 4 vs 12: P = 0,519; 4 vs
13: P=0,439; 4 vs 14: P =0,190; 5 vs 6: P < 0,001; 5 vs 10: P < 0,001; 5 vs 15: P = 0,110; 7 vs 15: P < 0,001; 8 vs 9: P =
0,458; 11 vs 13: P =0,554; 11 vs 16: P < 0,001; 1 vs 19: P < 0,001; 12 vs 13: P = 0,669; 12 vs 17: P < 0,001; 12 vs 20: P <
0,001; 13 vs 18: P < 0,001; 13 vs 21: P < 0,001; 16 vs 19: P = 0,078; 17 vs 20: P = 0.060; 18 vs 21: P = 0,060.

Virios modelos de regressdo linear multipla foram aplicados a varidvel dependente
MMA materna, sendo o modelo 22 utilizado como referéncia (Tabela 15). No modelo 22
foram utilizadas as varidveis independentes idade, paridade, grupo étnico, renda e creatinina.
O valor de R” obtido foi de 6,85% e as varidveis grupo étnico e creatinina apresentaram

relacdo significativa com MMA.

Com a inclusdo de Cbl (modelo 23) ou de folato sérico (modelo 24) ou de Holo-TC
(modelo 25), ndo ocorreu aumento nos valores de R* em relacdo ao do modelo 22. Tampouco
houve aumento quando foram incluidas combinagdes de Cbl, folato e Holo-TC (modelos 26 a
29). Os gendtipos para os polimorfismos 7C2 P259R e 123V também ndo aumentaram os

valores de R* dos modelos 30 a 32 em relagdo aos dos modelos 22 e 27.

Foi aplicado também um modelo de regressdo linear multipla com critério de selecdo

de varidveis (stepwise). A variavel creatinina foi relacionada diretamente com os valores de
2 . ., . .

MMA, apresentando R~ parcial de 2,68%; a varidvel cobalamina mostrou-se inversamente

relacionada com os valores de MMA, com R? de 1,62%.



Tabela 15. Modelos de regressdao linear multipla saturada para estudar a relacdo entre as
varidveis independentes de interesse e a varidvel dependente MMA materna.

dopondente; | Vriiveis - ereepto By p Roparcal R ot
MMA materna

Idade 0,24 (0,14) 0,089 0,49 6,85
Paridade 0,11 (0,09) 0,234 0,46
1\(/11\(1)(161209 ;)2 Grupo étnico (NB) 2,91(0,18)  -0,06 (0,02) 0,011 1,60
Renda -0,07 (0,04) 0,085 1.88
Creatinina 0,42 (0,14) 0,004 2,42

Idade 0,20 (0,14) 0,157 0.30 7.46
Paridade 0,10 (0,09) 0,293 0,36
Modelo 23 Grupo étnico (NB) 3.11(0.23) -0,06 (0,03) 0,021 1,19
(N =292) Renda -0,06 (0,04) 0,112 1,51
Creatinina 043 (0,14) 0,003 2,42
Chl -0,12(0,08) 0,171 1,68

Idade 20.22(0,14) 0,116 0.49 6,90
Paridade 0,10 (0,09) 0,272 0.46
Modelo 24 Grupo étnico (NB) 294 (0.19) -0,06 (0,02) 0,015 1,47
(N=291) Renda -0,07 (0,04) 0,071 2,00
Creatinina 042 (0,14) 0,004 2,42
Folato Sérico 0,03 (0,07) 0,685 0,05

Idade 0,24 (0,14) 0,096 0,46 6,63
Paridade 0,11 (0,09) 0,239 0,54
Modelo 25 Grupo étnico (NB) 28502 -0,06 (0,03) 0,016 1,47
(N =281) Renda -0,06 (0,04) 0,118 1,60
Creatinina 0,42 (0,15) 0,005 2,46
Holo-TC 0,03 (0,06) 0,592 0,10

Idade -0,19(0,15) 0,187 0,31 7.38
Paridade 0,09 (0,10) 0,355 0,29
Grupo étnico (NB) -0,06 (0,03) 0,033 1,09
1(\/15)261208?)5 Renda 3,04(0,25  -0,06(0,04) 0,148 1,23
Creatinina 042 (0,15 0,004 2,46
Cbl -0,14(0,09) 0,137 1,60

Holo-TC 0,06 (0,06) 0,354 0,40




Idade 20,20 (0,14) 0,172 0,30 7,51
Paridade 0,09 (0,09 0,309 0.35
Grupo étnico (NB) -0,06 (0,03) 0,027 1,07
Modelo 27 Renda 3,12(0,23)  -0,07(0,04)  0.098 1,61
(N=29D Creatinina 0,43 (0,14) 0,003 2,42
Chl -0,12(0,09) 0,172 1,76
Folato Sérico 0,01 (0,08) 0,960 0,01
Idade -0,21(0,15) 0,147 0,46 6.85
Paridade 0,10 (0,10) 0,315 0,54
Grupo étnico (NB) -0,06 (0,03) 0,022 1,34
1\(/1;(15:12% 5;3 Renda 2,87(0,22)  -0,07(0,04) 0,090 1,72
Creatinina 0,42 (0,15) 0,005 2,46
Folato Sérico 0,06 (0,08) 0,460 0,19
Holo-TC 0,05 (0,06) 0,440 0,15
Idade 0,18 (0,15) 0,232 0,30 7,57
Paridade 0,08 (0,10) 0,411 0,27
Grupo étnico (NB) -0,05(0,03) 0,043 0,97
Modelo 20 Renda 304 025) 0,06 (0,04) 0,120 1,33
(N = 280) Creatinina 0,42 (0,15) 0,005 2,46
Chl -0,14 (0,09) 0,147 1,68
Folato Sérico 0,03 (0,08) 0,697 0,05
Holo-TC 0,07 (0,06) 0,268 0,51
Idade 20,20 (0,14) 0,173 0,30 7,52
Paridade 0,09 (0,09 0311 0,35
Grupo étnico (NB) -0,06 (0,03) 0,028 1,07
Renda 20,07 (0,04) 0,098 1,61
1\(/11\(1) ciel209 fg) Creatinina 3.12(0.23) 0,43 (0,14) 0,003 2,42
Cbl 0,12 (0,09 0,173 1,76
Folato Sérico 0,01 (0,08) 0,962 0,01
Genétipo P259R 0,01 (0,02) 0,892 0,01
(I;g;r;;R) -0,18(0,15) 0,231 0,23 7,74
Paridade 0,09 (0,09) 0,358 0,31
Grupo étnico (NB) -0,06 (0,03) 0,023 1,16
Renda 0,07 (0,04) 0,080 1,73
1\(/11\(1) 1612(;;;))1 Creatinina 3,10(0,23) 0,45 (0,15) 0,002 2,66
Chl 0,11 (0,09) 0,227 1,63
Folato Sérico 0,02 (0,08) 0,838 0,01
Genétipo 123V 0,01 (0,03) 0,894 0,01

av+vy)




Idade 0,18 (0,15 0,232 0,23 775

Paridade 0,09 (0,09) 0361 0,31
Grupo étnico (NB) -0,06 (0,03) 0,024 1,16
Renda -0,07 (0,04) 0,080 1,73
Modelo 32 Creatinina 310(023)  045(0.15) 0,002 2,66
(N'=287) Cbl 0,11 (0,09) 0,229 1,63
Folato sérico 0,02 (0,08) 0,840 0,01
Genétipo P259R 0,01 (0,02) 0,850 0,01
(PP+PR)
Genétipo 123V 0.01(0,03)  0.869 0,01
(AV+VV)

* As varidveis numéricas foram transformadas em log; . EP: erro-padrio. R coeficiente de determinacio.

Os genétipos 259PP e 123V-II foram usados como referéncia para os polimorfismos 7C2 P259R e 123V, respectivamente. A
etnia caucasdide foi usada como referéncia.

Nio foi encontrada diferenca significativa entre os valores de R* dos modelos para a varidvel dependente MMA.

Também foram aplicados modelos de regressdo linear multipla saturada para a
variavel dependente Holo-TC materna, sendo o modelo 33 utilizado como referéncia (Tabela
16). No modelo 33 foram utilizadas as varidveis independentes idade, paridade, grupo étnico e

renda. O valor de R? obtido foi 1,12% e nenhuma variavel foi selecionada.

No modelo 34 foi acrescentada Cbl as varidveis independentes utilizadas no modelo
33 e houve um aumento significativo de RZ, de 1,12% (modelo 33) para 7,47% (modelo 34),
sendo que as varidveis paridade e Cbl se mostraram diretamente relacionadas com os valores

de Holo-TC materna.

Os genotipos para os polimorfismos 7C2 P259R e 123V, isoladamente (modelos 35 e
36) e em combinacdo (modelo 37), ndo aumentaram os valores de R? em relacdo ao modelo

33.

Quando os gendétipos foram combinados com Cbl (modelos 38 a 40), tampouco
ocorreu aumento de R* em relagdo ao modelo 34 (inclusdo apenas de Cbl). Esses resultados
mostram que os gendtipos para os polimorfismos 7C2 P259R e 123V ndo estio relacionados

com as alteracdes de Holo-TC.



Tabela 16. Modelos de regressdo linear multipla saturada para estudar a relacdo entre as
variaveis independentes de interesse e a varidvel dependente Holo-TC materna.

i 2
Varidvel Variaveis Intercepto B R? parcial R” total
dependente: Holo- independentes (EP) Valor P (%)
TC materna P (EP) (%)
1,12
Idade 0,15 0,693 0,05
Modelo 33 Paridade 167 (0.18) (0,09) 0,111 0,49
(N =338) Grupo étnico (NB) -0,01 0,958 0,01
Renda (0,03) 0,156 0,59
Idade 0,21 0,203 0,33 7,47
Paridade (0,09) 0,022 0,80
1‘(/11\?(161303 g;‘ Grupo étnico (NB) 0,99 (0,23)  -0,01 0,565 0,09
- Renda (0,02) 0,319 0,35
Chbl 0,04 <0,001 5,89
Idade 0,15 0,709 0,04 1,47
Paridade 0,09) 0,110 0,49
Modelo 35 Grupo étnico (NB) 1,67 (0,18) 20,01 0,901 0,01
(N =338)
Renda 0,03) 0,137 0,59
Genétipo P259R 0,06 0,278 0,35
(PP+PR)
Idade 0,15 0,635 0,07 1,67
Paridade 0,09 0,110 0,44
Modelo 36 Grupo étnico (NB) 1,66 (0,18) 20,01 0,992 0,01
(N =335)
Renda 0,03) 0,136 0,63
Genétipo 123V 0,06 0,205 0,54
(IV+VYV)
Idade 0,15 0,655 0,06 1,98
Paridade (0,09) 0,109 0,44
Grupo étnico (NB) -0.01 0.944 0,01
Modelo 37 Renda 1,67 (0,18) (0,03) 0,120 0,63
(N =335) Genétipo P259R 0,06 0,310 0,32
(PP+PR)
Genétipo 123V 0,04) 0,261 0,54

V+VYV)




7,82

Idade 0,21 0,211 0,33
Paridade (0,09) 0,021 0,80
Grupo étnico (NB) _
Modelo 38 p 099 (0.23) 0,02 0,517 0,12
(N =338) Renda (0,02) 0,286 0,35
Chl 0,04 <0,001 5,89
Genétipo P259R (0,04) 0,258 0,33
(PP+PR)
7,68
Idade 0,21 0,188 0,36
Paridade (0,09) 0,023 0,79
Grupo étnico (NB) _
Modelo 39 P 1,01 (0,23) 001 0,603 0.08
(N =335) Renda (0,03) 0,286 0,39
Cbl 0,04 <0,001 5,76
Gendtipo 123V (0,04) 0,298 0,29
AV+VYV)
ldade 021 0,198 0.36 8,01
Paridade (0,09) 0,023 0,79
Grupo étnico (NB) 20.01 0.560 0.10
Modelo 40 Renda 1,01(023)  (0,03) 0257 0,39
(N =335) Cbl
0,05 <0,001 5,76
Genétipo P259R
(POAPR) 0,04) 0281 0,39
Genétipo 123V 0,39 0,372 0,21
AV+VYV)

As varidveis numéricas foram transformadas em log;o. EP: Erro padrio. R*: coeficiente de determinagdo.
Os gendtipos 259PP e 2311 foram usados como referéncia. A etnia caucaséide foi referéncia

Comparagio entre os valores de R* dos modelos de regressio linear miltipla para a varidvel dependente Holo-TC: 33 vs 34:
P =0.017; 33 vs 35: P = 0.585; 33 vs 36: P = 0.521; 33 vs 37: P = 0.411; 33 vs 38: P = 0.014; 33 vs 39: P = 0.016; 33 vs 40:
P =0.013; 34 vs 35: P = 0.028; 34 vs 36: P = 0.037; 34 vs 37: P = 0.054; 34 vs 38: P = 0.568; 34 vs 39: P = 0.596; 34 vs 40:
P =0.448; 37 vs 40: P = 0.020; 38 vs 40: P = 0.647; 39 vs 40: P = 0.587

4.6. AVALIACAO DO PARAMETRO HOLO-TC COMO MARCADOR PARA CARACTERIZAR A
DEFICIENCIA DE COBALAMINA NAS GESTANTES E RECEM-NASCIDOS

Os valores de tHcy e MMA sdo marcadores cldssicos para caracterizar a deficiéncia
de Cbl nos tecidos. No intuito de comparar as dosagens de Cbl e de Holo-TC como possiveis
parametros para avaliar o estado de cobalamina nas gestantes e em seus recém-nascidos,

foram construidas varias curvas ROC. Essas curvas permitiram avaliar a capacidade de cada



um dos parametros (dosagem sérica de Cbl ou de Holo-TC) em discriminar as mulheres com e

sem deficiéncia de Cbl.

A curva ROC € um teste estatistico ttil para determinar a sensibilidade (capacidade
de discriminar os verdadeiros deficientes em cobalamina), a especificidade (capacidade de
discriminar os falsos deficientes em cobalamina) e a acuricia (capacidade de classificar

corretamente os individuos em deficientes ou ndo, usando para isso um padréo-ouro).

Para avaliar a capacidade dos pardmetros Cbl sérica e Holo-TC de discriminar
mulheres com deficiéncia dessa vitamina, usamos como referéncia os valores maternos de
tHey > Q3 (terceiro quartil, ou seja, tHcy > 8,3 umol/L) e valores maternos de MMA > Q3
(ou seja, MMA > 309,5 nmol/L). Verificamos que 24 mulheres apresentaram tHcy e MMA
elevados (valores acima de Q3) e 280 apresentaram os dois pardmetros baixos ou um deles
aumentado. Para avaliar os mesmos parametros usando as amostras dos recém-nascidos,
usamos como referéncia os valores neonatais de tHcy > Q3 (terceiro quartil, ou seja, tHey >
6,9 umol/L) e valores neonatais de MMA > Q3 (ou seja, MMA > 464,0 nmol/L). Os
resultados mostraram que 30 recém-nascidos apresentaram tHcy e MMA elevados (valores
acima de Q3) e 263 apresentaram valores inferiores aos propostos para os dois parametros ou

um deles aumentado.

O parametro Cbl apresentou areas abaixo da curva ROC (AUC) de 0,555 (IC 95%:
0,431-0,679, P = 0,373) e 0,713 (IC 95%: 0,635-0,791, P < 0,001), respectivamente, para as
amostras de gestantes e de recém-nascidos.

Ja para o parametro Holo-TC, as areas abaixo da curva ROC tiveram valores de
0,449 (IC 95%: 0,340-0,557, P = 0,404) e 0,628 (IC 95%: 0,532-0,724, P = 0,022),
respectivamente, para as amostras de gestantes e de recém-nascidos.

As acuricias do pardmetro Cbl nas amostras de gestantes e de recém-nascidos foram

respectivamente de 59,6% e 66,6%; para o parimetro Holo-TC, foram respectivamente de

17,6% e 53,2% (Figura 11).
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Figura 11. Curvas ROC para os pardmetros Cbl e Holo-TC do grupo de gestantes (A e B) e
do grupo de recém-nascidos (C e D).

Além da curva ROC, utilizamos os valores maternos de primeiro quartil de Cbl
(<115,8 pmol/L) e de Holo-TC (<49,7 pmol/L) para caracterizar quatro grupos de gestantes e
avaliar se aquelas com menores concentracdes de Cbl e Holo-TC apresentavam maiores

concentracdes de MMA e/ou tHcy (Tabela 17). Nao houve diferenca significativa entre os



valores de tHcy e MMA entre os quatro grupos formados segundo os valores de Cbl e Holo-

TC, sugerindo que Holo-TC nao é um bom marcador de deficiéncia de Cbl.

Tabela 17. Médias ajustadas das varidveis homocisteina total e dcido metilmalonico maternos
segundo os quatro grupos formados por valores de Cbl e Holo-TC materna.

Médias geométricas ajustadas (N)
Marcadores Chbl<1158e¢ Cbl<1158 e Chl>115e Cbl>1158¢ ANCOVA
Holo-TC < 49,7 Holo-TC > 49,7 Holo-TC < 49,7 Holo-TC >49,7 Valor P

tHey

(umol/L) 7,3 (N =39) 7,2 (N =47) 6,5 (N=47) 6,5 (N =213) 0,138
MMA
(nmol/L) 233,5 (N =36) 2843 (N = 40) 2169 (N=42) 2314 (N=171) 0,055

Os valores de tHcy e MMA foram transformados em log;o. Os valores de Cbl e Holo-TC estdo expressos em pmol/L.

ANCOVA: andlise de variancia ajustada pelas covaridveis idade, paridade, grupo étnico e renda per capita.

A mesma andlise foi feita para o grupo de recém-nascidos. Os valores de corte foram
os do primeiro quartil (Q1), tanto para Cbl como para Holo-TC. Os recém-nascidos que
apresentavam concentracdoes de Cbl < 164 pmol/L e de Holo-TC = 55,6 pmol/L tiveram
maiores valores de tHcy que aqueles com Cbl = 164 pmol/L e Holo-TC = 55,6 pmol/L. Nao

houve diferengas significativas entre os valores d¢ MMA nos quatro grupos de neonatos.

Tabela 18. Médias geométricas e intervalos de confianga de 95% das varidaveis homocisteina
total e 4cido metilmaldnico neonatal segundo os quatro grupos formados por valores de Cbl e
Holo-TC neonatal.

Médias geométricas (IC 95%)

N ANOVA
Marcadores
Chl< 164 e Cbl< 164 e Cbl> 164 e Cbl > 164 ¢ Valor P
Holo-TC < 55,6  Holo-TC > 55,6 Holo-TC < 55,6  Holo-TC > 55,6
*tHey 5,9 (5,2-6,9)"" 6,4 (5,8-7,1) 5,6 (5,1-6,2)*° 5,3 (5,1-5,6) 0,005
(umol/L) 27 44 46 176
*MMA 382,4 (337,6- 403,2 (362,9- 376,6 (336,3- 357,3 (338.8- 0,205
(nmol/L) 433,3) 448,0) 421,7) 376,7)
27 44 46 176

*Varidveis transformadas em log;o. Os valores de Cbl e Holo-TC estdo expressos em pmol/L.

A Tabela 19 apresenta as correlagdes de Pearson realizadas com as varidveis
convertidas em logaritmos de base 10. Os resultados das correlagdes confirmam os resultados
obtidos pela curva ROC, ou seja, o parametro Holo-TC né@o é bom marcador para discriminar
deficiéncia de Cbl no grupo de gestantes, uma vez que ndo houve correlacio significativa

entre tHcy e Holo-TC ou MMA e Holo-TC. Foram encontradas correlacdes significativas



entre os valores maternos de Cbl e Holo-TC e entre Cbl e tHcy, respectivamente (r = 0,255, P
< 0,001; r = -0,212, P < 0,001), mas ndo houve correlacdo significativa entre os valores de

Cbl e MMA.

Tabela 19. Correlacdes de Pearson para as varidveis homocisteina total (tHcy), 4cido
metilmalonico (MMA) e holo-transcobalamina (Holo-TC) maternas e neonatais.

Cbl tHcy MMA Holo-TC
Dados maternos
(N =303)
(H r=-0,217 r=0,154 r=0,0009
<y P < 0,001 P = 0,007 P =0,987
MMA r=-0,094 r=0,154 r=0,009
P=0,102 P =0,007 P =0,875
Holo-TC r=0,250 r =0,0009 r = 0,009
P < 0,001 P =0,987 P=0,875
Dados neonatais
(N =293)
tHey r=-0,344 r=0,251 r=-0,205
P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
MMA r=-0,206 r=0,251 r=-0,192
P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
Holo-TC r=0,453 r=-0,205 r=-0,192
P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001

4.7. INTERACAO ENTRE POLIMORFISMOS E VARIAVEIS BIOQUIMICAS NO GRUPO DOS RECEM-
NASCIDOS

4.7.1. Influéncia dos genétipos dos polimorfismos 7C2 P259R e 7C2 123V nas
concentracoes das vitaminas e metabdélitos no grupo de neonatos

O grupo de neonatos foi dividido em dois grupos segundo a presenca do alelo R do
polimorfismo P259R (PP vs PR+RR). Os valores das vitaminas e dos metabdlitos neonatais
foram distribuidos segundo os gendtipos neonatais. Foi observado que os neonatos com
gendtipos PR+RR apresentaram menores valores na razio SAM/SAH (P = 0,029) e valores

maiores de MMA (P=0,026) do que aqueles com gendtipo PP (Tabela 20).



Tabela 20. Distribui¢do das médias geométricas e dos intervalos de confianca (IC 95%) para
os valores de Cbl, folato sérico, folato eritrocitario, SAM, SAH, relacio SAM/SAH, MMA e
Holo-TC segundo os genétipos do polimorfismo 7C2 P259R no grupo de neonatos.

Varidveis PP PR+RR Teste ¢ de Student
MG (IC 95%) MG (IC 95%) Valor P
. 223 (202-246) 232 (217-248)
Cobalamina (pmol/L) N = 9 N =192 0,532
Folato eritrocitario, 978,2 (883,6-1083,0) 1030,3 (966,6) 0.399
método IMX (nmol/L) N=35 N =96 ’
Folato eritrocitério, 1665,0 (1519,6-1824,5) 1731,5 (1615,8-1868,5) 0.466
método Immulite (nmol/L) N=35 N=70 ’
L 32,6 (31,2 -34,1) 31,6 (30,7-32,8)
Folato sérico (nmol/L) N =95 N = 189 0,236
5,8 (5,4-6,2) 5,6 (5,4-5,9)
tHey (umol/L) N = 96 N = 188 0,374
192,6 (179,3-206,8) 182,5 (174,4-191,0)
SAM (nmol/L) N = 04 N = 181 0,192
39,8 (36,2-43,6) 42,4 (39,7-45,3)
SAH (nmol/L) N =9 N< 182 0,264
4.9 (4,5-5,3) 4,3 (4,0-4,6)
SAM/SAH N = 04 N = 181 0,029
345 (321-370) 381 (362-402)
MMA (nmol/L) N =94 138 0,026
91,3 (80,8 — 103,3) 80,8 (72,7 — 89,8)
Holo-TC (pmol/L) N=115 N = 159 0,137

Os valores de Cbl sérica, folato sérico e eritrocitario, tHcy, SAM, SAH, razio SAM/SAH, MMA e Holo-TC foram
transformados em log;.

A Tabela 21 apresenta as médias geométricas das concentragdes das vitaminas e dos
metabdlitos, segundo a presenca do alelo V nos genétipos para o polimorfismo 7C2 123V. Foi
observado que os neonatos com gendtipos IV+VV apresentaram menores concentracdes de

Cbl e SAM e maiores valores de tHcy do que aqueles com genétipo 2311.

Tabela 21. Distribui¢do das médias geométricas e dos intervalos de confianca (IC 95%) para
os valores dos pardmetros bioquimicos, segundo os genétipos do polimorfismo 7C2 123V do
grupo de neonatos.

> IV+VV Teste ¢ de Student
Variaveis Media geométrica I (95% Media geométrica (95% 1IC)
—_— Valor P
10) N

Cobalamina sérica 237 (222-254) 204 (187-223) 0.008
¢pmol/L) N =219 N=69 ’
Folato eritrocitario, 1014,2 (955,3-1076,7) 1022,6 (901,7-1159,8) 0.898
IMX (nmol/L) N =101 N=30 ’
Folato eritrocitario, 1693,3 (1583,4-1810,7) 1748,1 (1569,3-1947,2) 0.613
Immulite (nmol/L) N=282 N=33 ’
Folato sérico, IMX 32,0 (31,0 -32,9) 32,0 (30,5-33,5) 0.995

(nmol/L) N=217 N=67



tHecy (umol/L)

SAM (nmol/L)

SAH (nmol/L)

SAM/SAH

MMA (nmol/L)

Holo-TC (pmol/L)

5,6 (5.3-5.8)

N =217
1904 (182,0-199,1)
N =209
41,9 (39,3-44,6)
N =212
4,5 (4,3-4,5)

N =209
369 (352-387)
N =216
87,6 (79,3 — 96,8)
N =190

6,1 (5,6-6,7)
N =67
172,2 (160,2-185,2)
N =66
40,1 (36,1-44,5)
N =66
4,3 (3,9-4,7)
N =66
367 (334-403)
N =66
79,4 (69,3 - 90,9)
N=283

0,034

0,028

0,501

0,329

0,890

0,269

Os valores de Cbl, folato sérico e eritrocitdrio, tHcy, SAM, razio SAM/SAH, MMA e Holo-TC foram transformados em
logjo.

A associagdo entre a combinagdo de gendtipos neonatais para os polimorfismos 7C2
P259R e 123V e as alteracdes nas concentracdes neonatais das vitaminas e metabdlitos foram
avaliadas em nosso estudo por meio de anélise de variancia (Tabela 22). Foram observadas
menores concentracdes da SAM e menor razio SAM/SAH nos recém-nascidos com gendtipos
TC2 259 PR+RR e 23IV+VV do que nos recém-nascidos com gendtipos 259PP e 23II. Foi
encontrada tendéncia a menores valores de Cbl (P = 0,076) e valores elevados de MMA (P =
0,099) em neonatos com gendtipos 7C2 259 PR+RR e 23IV+VV do que em neonatos com
gendtipos 259PP e 2311.

Tabela 22. Distribuicdo das médias geométricas (IC 95%) para os valores maternos de Cbl,
folato sérico, SAM, SAH, relacio SAM/SAH, Holo-TC e MMA, segundo a combinagdo dos
genotipos dos polimorfismos 7C2 P259R e TC2 123V para os neonatos.

Combinacio dos genotipos dos polimorfismos 7C2 P259R e 123V

Variaveis
PPell PR+RR e IV+VV ANCOVA
Valor P

Cobalamina(pmol/L) 226 1511296_6257) 195 151 1153—9217) 0.076
Folato eritrocitério, 945,4 (848,2-1053,3) 1016,5 (858,6-1203,6) 0,432

método IMX (nmol/L) N=21 N=16
Folato eritrocitério, 1658,3 (1483,6-1853,6) 1799,9 (1558,0-2079,3) 0,357

método Immulite (nmol/L) N=31 N=19
Folato sérico (nmol/L) 33.1 (1\311—’26_635’1) 32’21(\13(3’2;;34’6) 0,579
5,6(5,2-6,1 6,0 (5,3- 6,6 0,357

tHecy (umol/L) I(\Iz 66 ) IEI= 37 )

206,4 (191,3-222,7) 177,6 (166,9-189,0) 0,003

SAM (nmol/L) N = 64 N = 36
39,3 (35,1-43,8) 39,5 (34,8-44,8) 0,948

SAH (nmol/L) N = 66 N =36
SAM/SAH 5,3 (4,8-5,9) 4,5 (4,0-5,1) 0,045



N=64 N=36

MMA (nmol/L) 3449 (13113’685_371’9) 385,2 (;;43,377-432,9) 0,099
Holo-TC (pmol/L) 656 071740 67.8 (59.777.1) 0,722

Os valores de Cbl, folato sérico e eritrocitdrio, tHcy, SAM, razao SAM/SAH, MMA e Holo-TC foram transformados em
logso

Com intuito de saber quais foram os fatores de predi¢@o para os valores neonatais de
tHcy, SAM/SAH e MMA, construiram-se varios modelos de regressdo linear miultipla com
stepwise para selecdo das varidveis (Tabela 23). Os modelos 1, 2 e 3 foram construidos com
variaveis independentes neonatais. Nos modelos 4 a 6 foram utilizadas as varidveis

independentes maternas.

No modelo 1 utilizou-se tHcy neonatal como varidvel dependente e as varidveis
independentes neonatais. As varidveis independentes selecionadas (Cbl, folato sérico e razdo
SAM/SAH neonatal) mostraram-se inversamente relacionadas com os valores de tHcy

neonatal. Nenhum genétipo foi selecionado nesse modelo.

No modelo 2, a varidvel dependente consistiu nos valores de SAM/SAH e foram
utilizadas varidveis independentes neonatais. Os valores neonatais de tHcy e os genétipos 7C2
259 PR+RR mostraram-se inversamente associados com os valores neonatais da razido

SAM/SAH.

Ja no modelo 3, cuja varidvel dependente foi constituida pelos valores de MMA
neonatal, foram selecionadas as varidveis cobalamina e gendtipos 259PR+RR neonatais. Os
valores de Cbl mostraram-se inversamente relacionados aos valores de MMA neonatal; os

gendtipos 259PR+RR mostraram-se diretamente relacionados aos valores de MMA.

Nos modelos 4 a 6 foram utilizados modelos de regressdo linear multipla com

stepwise, com varidveis dependentes neonatais e variaveis independentes maternas.

No modelo 4, no qual tHcy neonatal foi a varidvel dependente, as varidveis
independentes maternas folato sérico e Cbl foram selecionadas e apresentaram relagdo inversa
com os valores de tHcy neonatal dependente.

O modelo 5 foi construido com a razdo SAM/SAH neonatal como varidvel

dependente. As variaveis independentes foram as maternas. O folato sérico apresentou relagio

direta com tHcy e o genétipo 259RR apresentou relacio inversa com os valores de tHcy.



No modelo 6, MMA neonatal foi a varidvel dependente. A cobalamina materna foi a
variavel independente selecionada, que se mostrou indiretamente relacionada com os valores

de MMA neonatal.

Tabela 23. Andlise de regressao linear multipla com stepwise de critério de selecdo para as
varidveis dependentes neonatais tHcy, SAM/SAH e MMA, utilizando varidveis independentes
neonatais e maternas.

Variaveis Variaveis independentes  Parametro estimado e R? parcial
. ~ Valor P
dependentes selecionadas** erro-padrao (%)

Modelos com variaveis dependentes neonatais e variaveis independentes neonatais

Modelo 1: Cobalamina neonatal* -0,179 (0,039) <0,001 7,40
tHcy neonatal * Folato sérico neonatal* -0,383 (0,088) <0,001 6,59
(N =273) SAM/SAH neonatal* -0,127 (0,040) 0,002 3,16
Modelo 2: tHcy neonatal * -0,296 (0,083) <0,001 4,14
SAM/SAH neonatal* 259PP neonatal (ref.) 0,000 (0,000) 1,000

(N =273) 259PR+RR neonatal -0,061 (0,025) 0,015 2,09
Modelo 3: Cobalamina neonatal* -0,189 (0,044) <0,001 5,97
MMA neonatal* 259PP neonatal (ref) 0,000 (0,000) 1,000

(N =280) 259PR+RR neonatal 0,046 (0,019) 0,017 1,92

Modelos com variaveis dependentes neonatais e variaveis independentes maternas

Modelo 4: .

Folato sérico materno* -0,317 (0,051) <0,001 16,19
tHcy neonatal* .

Cobalamina materna* -0,182 (0,056) 0,001 3,08
(N =277)

Folato sérico materno* 0,302 (0,074) <0,001 5,67
Modelo 5:

259RR materno (ref.) 0,000 (0,000) 1,000
SAM/SAH neonatal*
(N =278) 259PR materno -0,007 (0,026) 0,779 2,49

- 259RR materno -0,088 (0,034) 0,009

Modelo 6:
MMA neonatal* Cobalamina materna* -0,210 (0,063) <0,001 3,79
(N =286)

*Varidvel transformada em logo. **Critério stepwise de selecdo de varidveis.

Modelo 1: Variaveis independentes neonatais: Cbl, folato, relagio SAM/SAH, genétipos 7C2 P259R (PP,PR , RR e PP vs
PR+RR; PP € usado como referéncia) e TC2 123V (II, IV, VV e Il vs IV4+VV; II € usado como referéncia.).

Modelo 2: Variaveis independentes neonatais: Cbl, folato, tHcy, gendtipos 7C2 P259R (PP,PR , RR e PP vs PR+RR; PP ¢
usado referéncia) e TC2 123V (II, IV, VV e Il vs IV+VV; 11 é usado como referéncia).

Modelo 3: Varidveis independentes neonatais: Cbl, folato, gendtipos 7C2 P259R (PP,PR , RR e PP vs PR+RR; PP ¢ usado
referéncia) e T7C2 123V (I1, IV, VV e Il vs IV+VV; II € usado como referéncia).

Modelo 4: Variaveis independentes maternas: creatinina, Cbl, folato, relagio SAM/SAH, gendtipos TC2 P259R (PP,PR , RR
e PP vs PR+RR; RR € usado referéncia) e TC2 123V (II, IV, VV e Il vs IV+VV; II é usado como referéncia).

Modelo 5: Varidveis independentes maternas: creatinina, Cbl;, folato, tHcy, genétipos T7C2 P259R (PP,PR,RR e PP vs
PR+RR; PP € usado como referéncia) e 7C2 I123V(II, IV e VV e Il vs IV+VV; 11 é usado como referéncia).

Modelo 6: Variaveis independentes maternas: creatinina, Cbl, folato, genétipos T7C2 P259R (PP,PR , RR e PP vs PR+RR;
PP ¢ usado como referéncia) e T7C2 123V (11, IV, VV e Il vs IV+VV; II € usado como referéncia.).



5. DISCUSSAO

Esse estudo foi realizado com gestantes que procuraram dois hospitais publicos da
cidade de Sorocaba (SP) para atendimento no parto. As gestantes apresentaram baixo nivel
sOcio-econdmico representado pela baixa escolaridade e renda per capifa e a maioria ndo
tinha ocupacio.

Um dos objetivos de nosso estudo foi avaliar a associagdo de cada polimorfismo no
gene TC2 (P259R, 123V e Q234R) com as concentracdes das vitaminas e dos metabdlitos
(tHcy, MMA, SAM, SAH, razao SAM/SAH e Holo-TC). O segundo objetivo foi avaliar quais
sdo os fatores de predicdo para os valores maternos de tHcy, MMA e Holo-TC e para os
valores neonatais de tHcy, MMA e SAM/SAH. E o terceiro foi avaliar se o pardmetro Holo-
TC é um bom marcador para caracterizar a deficiéncia de cobalamina em gestantes e em seus
recém nascidos.

As causas da deficiéncia de Cbl e do dcido félico podem ser atribuidas a baixa
ingestdo dessas vitaminas, a distirbios na absor¢do, transporte e entrada dessas vitaminas na
célula (LIEVERS et al., 2002; CHANGO et al., 2000).

Os efeitos das deficiéncias maternas de cobalamina (Cbl) e de folato foram estudados
em diversas partes do mundo, e foram associados a complica¢des durante a gestacdo e no
parto, e nos recém nascidos foram associados com maior freqiiéncia de defeitos do
fechamento de tubo neural e outras malformacdes (REFSUM, 2001a; THAME et al., 1998).
As deficiéncias dessas vitaminas foram associadas também com as altera¢des neuroldgicas,
como deméncia, perda da memodria, psicoses (HEALTON et al., 1991; MEADOWS;
KAPLAN; BROMFIELD. 1994), mudanga de humor, alteracdo das funcdes sensorial, motora
e cognitiva (LOUWMAN et al., 2000) e disfuncdo de crescimento (ROGERS et al., 2003).

Alteracdes psiquidtricas (MEADOWS; KAPLAN; BROMFIELD, 1994) e metabdlicas
podem ocorrer em individuos cujas concentragdes de Cbl estejam dentro da faixa de
normalidade (GREEN, 1995; ALLEN, 1993c). Portanto, concentracdes elevadas de MMA e
tHcy (com valores de creatinina dentro da normalidade) t€ém sido utilizadas como marcadores
da deficiéncia dessa vitamina dentro da célula.

No Brasil, Guerra-Shinohara et al. (2002) mostraram correlacdes significativas entre
as concentra¢des maternas e neonatais de Cbl e homocisteina total (tHcy). Além disso, nesse

estudo os recém nascidos, filhos de mulheres com deficiéncia de Cbl, apresentaram menores



concentragdes de Cbl e maiores de tHcy quando comparados aos demais recém nascidos. Em
outro estudo brasileiro, foram mostradas alteracdes nos pardmetros maternos (menores
concentragdes de folato sérico, metionina, SAM e razio SAM/SAH e maiores concentragdes
de SAH) em gestantes com valores de Cbl< 102 pmol/L quando comparadas as demais
gestantes. Os recém nascidos filhos dessas mulheres também apresentaram alteragdes
(menores concentracdes de cobalamina e da razio SAM/SAH e maiores concentragdes de
tHcy) quando comparados aos demais recém nascidos (GUERRA-SHINOHARA er al.,
2004). Mostrando desse modo que a deficiéncia de cobalamina materna acarreta alteragGes
tanto no metabolismo materno, como no metabolismo neonatal.

A transcobalamina II (TCII) é uma glicoproteina responsavel pelo transporte da Cbl
para dentro das células. Holo-TC € o termo utilizado para denominar TCII ligada a Cbl (TCII-
Cbl) e apo-TC € usado para designar a TCII na forma de proteina livre. Apenas 20% da Cbl
plasmatica se ligam a TCII que € a unica proteina que transporta Cbl para o interior das
células. A TCI e a TCIII sao denominadas haptocorrinas (HC), se ligam a maior parte da Cbl
plasmatica (80%) e ndo apresentam funcio bem esclarecida, mas podem estar relacionadas a
estoque da Cbl (OKUDA, 1999).

Alguns estudos t€m chamado aten¢do sobre a utilidade de se quantificar as
concentragdes da Holo-TC, sugerindo que esse pardmetro é um bom marcador para
caracterizar a deficiéncia de Cbl (AFMAN et al., 2001; LINDGREN et al.., 1999; NEXO et
al., 2002b; TISMAN et al., 1993; HERBERT et al., 1990; REFSUM; SMITH, 2003). Outros
estudos citam que a Holo-TC pode ser considerada um marcador precoce da deficiéncia de
Cbl, e que apresentaria resultados alterados antes dos marcadores tHcy e MMA
(HERRMANN et al.,, 2003b; HVAS et al., 2005; MILLER et al., 2006). No entanto, ndo ha
consenso sobre tal afirmacao.

No nosso estudo, foram encontradas correlagdes fracas e significativas entre Holo-TC
e Cbl, tanto para as gestantes como para os recém nascidos. Outros estudos também
encontraram correlacdo fraca entre Holo-TC e Cbl (CHEN et al., 2005; GORINGE et al.,

2006, OBEID et al., 2006), em individuos que apresentavam anemia perniciosa e em



pacientes com concentracdes inferiores a 170 pg/mL (125 pmol/L) e em gestantes,
respectivamente. Herrmann e colaboradores (2003), também encontraram fraca correlacdo
entre Holo-TC e Cbl em individuos com valores de Cbl menores que 156 pmol/L (r= 0,40,
P=0,034), porém quando os individuos estudados apresentavam maiores concentragdes dessa
vitamina (Cbl> 156 pmol/L), a correlac@o entre Cbl e Holo-TC encontrada foi maior (r= 0,77,
P=0,001).

Correlagdes fracas, inversas e significativas entre tHcy e Holo-TC (apés a
transformacgdo logaritmica dos valores de ambos pardmetros) foram observadas em nosso
estudo apenas nas amostras dos recém nascidos, e esta correlacdo foi semelhante aquelas
encontradas nos estudos de von Castel-Dunwoody et al. (2005); Hvas et al (2005) e Chen et
al. (2005), respectivamente, em mulheres sauddveis ndo gravidas, em individuos com idades
superiores a 18 anos e que apresentavam concentragdes elevadas de MMA e em pacientes
com anemia perniciosa. A falta de correlacdo entre os valores de tHcy e Holo-TC nas
amostras das gestantes pode ter ocorrido devido ao efeito da hemodilui¢do ja descrita na
literatura (DEWEES, 1982; PECK; ARIAS, 1979), ou pode ser ainda decorrente da limitacdo
metodoldgica da determinacdo de Holo-TC, uma vez que esse parametro pode ndo ser um
bom marcador quando a maioria das gestantes apresenta valores muito baixos de Cbl. Esta
preocupacdo € citada no estudo de Miller er al. (2006), quando sugere a confirmagdo dos
dados obtidos por eles em estudos com pacientes com deficiéncia de Cbl.

Ja para os parimetros MMA e Holo-TC, também ndo foi encontrada correlagdo
significativa nas amostras de soro das gestantes, porém houve correlacdo fraca, inversa e
significativa entre os valores neonatais (apds transformacgdo logaritmica). A correlacio obtida
nas amostras dos recém nascidos € semelhante as correlacdes obtidas no estudo de Refsum et
al. (2006) em homens e mulheres saudaveis. Correlacdes mais fortes e inversas foram

relatadas por Hvas et al. (2005), r= - 0,35; Goringe et al. (2006), r=-0,58; e Herrmann et al.



(2003), r= -0,69; respectivamente, em individuos com idades superiores a 18 anos e que
apresentavam concentragdes elevadas de MMA, em pacientes com concentragdes inferiores a
170 pg/mL e em individuos vegetarianos.

Miller et al (2006) avaliaram os parametros, dosagem de cobalamina total e Holo-TC,
em uma populagdo de idosos, com o objetivo de checar se um desses pardmetros utilizado
isoladamente, ou em combinagdo, era ttil na triagem para deficiéncia de cobalamina. Para
alcangar os objetivos propostos, os autores utilizaram curvas ROC. Como resultados,
obtiveram que tanto a dosagem de cobalamina como a determinacdo das concentracdes de
Holo-TC apresentou a mesma habilidade de discriminar individuos com e sem deficiéncia de
cobalamina, ou seja, os parametros apresentaram areas abaixo da curva ROC de 0,816 e
0,828, respectivamente para Cbl e Holo-TC. Porém, o uso de dois parimetros apresentou
maior poder de triagem do que o uso isoladamente de um deles.

Em nosso estudo, a quantificacio de Holo-TC nd@o foi um bom parametro para
discriminar as gestantes deficientes de cobalamina, pois este parimetro apresentou drea
abaixo da curva ROC inferior 0,500, baixa especificidade e acuricia, além disso, ndo houve
diferenga nos valores de MMA e tHcy quando foram usados as combinagdes dos dois
parametros (Cbl<Q1 e Holo-TC<Q1). No entanto, estes pardmetros dosados nas amostras dos
recém nascidos apresentaram drea abaixo da curva ROC superior a 0,500, especificidade de
51,0% e acuracia de 53,2%, valores estes melhores do que aqueles encontradas nas amostras
das gestantes, porém sdo inferiores aqueles descritos por Miller et al. (2006). Acreditamos
que o pardmetro Holo-TC apresenta limitagcdes quando o grupo estudado apresenta valores
muito baixos de cobalamina, como aconteceu no grupo das gestantes, talvez o efeito da
hemodiluicdo ou a presenca de substincias presentes no periodo gestacional que possam
interferir nessas dosagens. O parametro Holo-TC ndo conseguiu diferenciar as gestantes
deficientes das ndo deficientes de Cbl em nosso estudo. E importante salientar que a grande
maioria (75%) das gestantes apresentou concentracdes Cbl <180 pmol/L (esse foi o valor de
corte do Q3 em nosso estudo), havendo a possibilidade do marcador Holo-TC perder seu
poder de discriminacdo em baixas concentragdes dessa vitamina. Corroborando com essa
ultima hipdtese, chamamos atengdo que os valores de Cbl dos recém nascidos de nosso estudo
eram maiores do que aqueles encontrados nas gestantes, porém inferiores as concentragdes
dessa vitamina nos idosos do estudo de Miller et al. (2006). Ademads, os autores citados acima
recomendam a realizacdo de outros para confirmar os seus achados em populagdes com

deficiéncia dessa vitamina.



Atualmente varios estudos t€m descrito os efeitos de polimorfismos em genes de
enzimas chaves do metabolismo da homocisteina (WILSON et al., 1999; CHRISTENSEN et
al., 1999; HARMON et al., 1999, JACQUES et al., 2003), bem como, no gene da
transcobalamina II (gene TC2), proteina transportadora da Cbl (LI et al., 1994; AFMAN et
al., 2002; LIEVERS et al., 2002; McCADDON et al., 2004; Namour et al., 2002) nos valores
da tHcy ou nos valores de vitaminas e de outros metabdlitos.

Virias mutagdes foram descritas no gene 7C2: P259R, 123V, Q234R, G94S, S348F,
L376S e R399Q (AFMAN er al. 2002) e recentemente foram descritas as frequéncias de
outras mutagdes (TC2 C250T, G181A) em mdes e criangas com defeitos de fechamento do
tubo neural (DFTN) e em grupos controles na Irlanda (SWANSON et al., 2005). A presenga
de mutacdes no gene TC2 pode alterar a funcdo ou a concentracdo da TCII (LIEVERS et al.,
2002).

Dentre essas mutagdes, o polimorfismo o 7C2 P259R € o mais estudado. Apenas trés
estudos descritos na literatura avaliaram o polimorfismo 7C2 123V. A mutag¢do TC2 Q234R
ndo pode ser considerada um polimorfismo, uma vez que em trés estudos ndo foram
encontrados individuos contendo o alelo mutado.

Até o momento, nenhum estudo brasileiro mostrou o efeito dos polimorfismos 7C2
P259R e 123V nos valores materno e neonatal dos metabdlitos, assim como, o efeito da
interacdo entre a deficiéncia de vitaminas e a presenca desses polimorfismos.

A freqiiéncia relativa do alelo 7C2 259R nas gestantes brasileiras foi semelhante a
frequéncia encontrada no grupo controle em um estudo brasileiro (Pereira et al., 2000).
Porém, ¢ menor do que a relatada no estudo de Guéant-Rodriguez et al. (2003) em mulheres
italianas. Nesse estudo, as freqiiéncias relativas do alelo R foram respectivamente, 0,55 em
mulheres portadoras de filhos com espinha bifida e 0,58 em mulheres italianas controles
(filhos sem espinha bifida). Outros estudos encontraram freqii€ncias proximas a 0,44 em
mulheres holandesas (AFMAN et al., 2002) e em mulheres irlandesas (SWANSON et al.
2005) portadoras ou nédo de filhos com DFTN. Castel-Dunwoody et al. (2005) encontraram
frequéncia de 0,47 do alelo R em mulheres americanas saudaveis. Zetterberg et al. (2003b),

encontraram freqiiéncia de 0,58 do alelo R em fetos provenientes de abortos espontineos.



Freqiiéncias relativas de 0,47 e 0,40 do alelo R foram encontradas, respectivamente, em
homens e mulheres portadoras de alteracdes vasculares (LIEVERS ez al., 2002) e pacientes
com doengas renais (FODINGER et al, 2003).

Poucos estudos avaliaram a presenca do polimorfismo 7C2 I123V. A freqiiéncia
relativa do alelo V nas gestantes brasileiras foi de 0,15. Essa freqiiéncia foi semelhante
aquelas relatadas por Lievers et al. (2002) em mulheres e homens holandeses com alteracio
vascular (freqiiéncia do alelo V = 0,13); Afman et al. (2002) em maes holandesas de criancas
com DFTN (0,10) e em mulheres controles, ou seja, ndo portadoras de filhos com DFTN
(0,15); e por Swanson et al. (2005) em maes irlandesas de criangas com DFTN (0,14).

Em nosso estudo, nenhuma gestante apresentou genétipos com o alelo mutado (234QR
ou RR). A auséncia dessa mutacio também foi relatada por Lievers et al. (2002) e Afman et
al. (2002), respectivamente, em 190 pacientes holandeses com alteracdes vasculares 601
individuos saudaveis e, em mulheres portadoras de fetos com defeitos do fechamento do tubo
neural e mulheres controles.

A distribuicao dos genotipos no grupo de gestantes, para o polimorfismo 7C2 P259R,
ndo esta em equilibrio de Hardy Weinberg. Quando a distribui¢do dos genétipos das gestantes
foi analisada segundo o grupo étnico, foi observado desequilibrio na distribuicdo dos
gendtipos apenas no grupo formado por mulheres caucaséides. Houve uma maior freqii€ncia
relativa do alelo R nas gestantes brasileiras caucasdides do que em negrdides, porem nao
houve diferenca significativa. BOWEN et al. (2004) também observaram maior freqii€ncia do
alelo TC2 259R em caucasoides canadenses quando comparada a freqiiéncia desse alelo em
negréides, porém os autores esclareceram que ndo houve diferenca significativa entre as
freqiiéncias.

Recentemente, um estudo realizado no Brasil, com 434 pacientes portadores de
trombose venosa profunda e em 434 individuos sauddveis Pereira et al., (2005), mostrou que a
distribuicdo dos gendtipos dos dois grupos estava em equilibrio de Hardy Weinberg. O
desequilibrio encontrado em nosso estudo com 369 mulheres foi confirmado no nimero total
de gestantes (N= 390) incluidas no nosso projeto, desse modo, sugerimos a realizacdo de
outros estudos com o objetivo de checar esse achado.

A distribui¢do dos gendtipos para o polimorfismo 7C2 123V estd em equilibrio de
Hardy Weinberg tal como foi encontrado nos outros dois estudos com populacdo holandesa
(LIEVERS et al., 2002 e AFMAN et al., 2002).

As freqii€ncias das combinacdes de gendtipos (haplétipos TC2 P259R e TC2 123V)

encontradas em nosso estudo sdo diferentes daquelas descritas por Lievers et al. (2002). Em



nosso estudo, houve maior freqiiéncia de gestantes com haplétipos PP/II e PP/IV, enquanto
que no estudo de Lievers et al. (2002) houve maior freqiiéncia de gestantes com hapldtipos
PR/II. Este fato pode ter ocorrido devido a menor freqiiéncia do alelo R nas gestantes
brasileiras.

O polimorfismo 7C2 P259R ¢ um dos polimorfismos mais estudados no gene da TCII.
O gendtipo RR foi associado a menores concentragdes de Holo-TC (MILLER et al, 2002;
AFMAN et al., 2002; WANS et al., 2003; McCADDON et al., 2004; von CASTEL-
DUNWOODY et al., 2005; REFSUM et al., 2006).

O estudo de Lievers et al (2002) propds que a variante P poderia afetar a transcri¢ao
da TCII ou afetaria a ligacdo e transporte da Cbl pela TCII, viabilizando assim um maior
aporte de Cbl dentro das células. A hipdtese proposta por Lievers et al (2002) foi concebida
apos a constatacdo de que individuos com gendtipos PP e também, aqueles com genétipos PR,
apresentaram correlacdes inversas e significativas entre os valores de Cbl e tHcy, diferindo
dos individuos com gendtipos RR, no qual ndo foi encontrada correlacdo significativa. O
estudo de Zetterberg et al (2002) vem corroborar com a hipétese de Lievers et al (2002), pois
sugere que o alelo P € um fator protetor no desenvolvimento do embrido, uma vez que
individuos PP teriam maior disponibilidade de Cbl nos tecidos durante o estigio caracterizado
por alta proliferacdo celular. No estudo de Zetterberg et al. (2002) foi observada menor
freqiiéncia do alelo P nos embrides humanos (com idades gestacionais entre 6 a 20 semanas)
quando comparada com a freqii€ncia desse alelo em 115 doadores de sangue saudaveis.

Em nosso estudo ndo houve associac¢@o entre os gendtipos maternos € neonatais para o
polimorfismo 7C2 P259R e alteragdes nos valores da Holo-TC, sendo semelhante aos achados
de FODINGER et al. (2003) e WINKELMAYER e7 al. (2003). Porém, nossos achados sio
diferentes da grande maioria dos estudos, nos quais foram encontradas associa¢des entre a
presenca de gendtipo RR para o polimorfismo 7C2 P259R e menores concentragdes de Holo-
TC quando comparados com aqueles individuos com genétipos PP (MILLER er al, 2002;
AFMAN et al., 2002; WANS et al., 2003; McCADDON et al., 2004; von CASTEL-
DUNWOODY et al., 2005; REFSUM et al., 2006). Tanto nas gestantes como nos recém
nascidos houve menores concentragdes de Holo-TC nos portadores de gendtipos PR + RR.
Porém, ndo houve diferenca significativa. Acreditamos que o nimero de gestantes e de recém
nascidos, no nosso estudo, foi insuficiente para mostrar os efeitos dos polimorfismos nos
valores da Holo-TC, aliado ao fato da grande maioria das nossas amostras apresentarem

valores baixos de Cbl.



Em nosso estudo, apenas no grupo de neonatos foi encontrada associagdo significativa
entre a presenca de genétipos PR + RR e maiores valores de MMA. Esse achado é semelhante
ao descrito no estudo de Miller et al. (2002), no qual foi mostrada associagdo entre valores
elevados de MMA e gendtipos 259RR em adultos sauddveis (homens e mulheres) quando
comparados com os valores de MMA em individuos com genétipo 259PP e PR.

Como dado inédito, em nosso estudo, foi observado que os recém nascidos com
gendtipos PR + RR apresentaram menores valores da razio SAM/SAH quando comparados
com os demais recém nascidos.

A maioria dos estudos ndo encontrou associagdo significativa entre os gendtipos para o
polimorfismo TC2 P259R e os valores de tHcy (MILLER et al, 2002; Afman et al.,2002; von
CASTEL-DUNWOODY et al., 2005; WINKELMAYER et al, 2004) tal como foi observado
em nosso estudo, tanto no grupo das gestantes como no grupo dos recém nascidos. Ao
contrario aos demais estudos, Namour et al, (2001) encontraram maiores valores de tHcy, em
individuos saudaveis e caucasoéides da Frangca com genétipos TC2 259PR quando comparados
aos valores de tHcy daqueles com genétipos 259PP e 259RR.

A associagdo entre o polimorfismo 7C2 123V e alteracdes nas concentracdes das
vitaminas e dos metabdlitos tém sido pouco estudada. Apenas dois estudos avaliaram o efeito
desse polimorfismo nos valores dos metabolitos, ambos realizados em populacdes holandesas
(AFMAN et al., 2002; LIEVERS et al., 2002).

No nosso estudo, as gestantes com gendtipos T7C2 23IV + VV apresentaram menores
concentracdes de folato eritrocitirio (método de quimioluminescéncia) e menores
concentracdes da SAM. No entanto, quando a andlise de varidncia foi ajustada pelas
covariaveis (idade, renda per capita, paridade e grupo étnico), as gestantes com gendtipo
23IV+VV apresentaram tendéncia a menores concentragcdes de SAM quando comparadas as
gestantes com genétipo 23I1. Diferente do que foi encontrado no estudo de Lievers et al,
(2002), ndo foi encontrada associacdo entre os genétipos para o polimorfismo 7C2 123V e
alteracdes nas concentracdes de tHcy das gestantes brasileiras. No entanto 0s nossos
resultados s@o semelhantes aos resultados obtidos por AFMAN et al (2002), no qual néo foi
encontrado associagdo significativa entre o polimorfismo 123V e alteracdo nos valores de
tHcy e Holo-TC.

Também como dados inéditos, encontramos que os recém nascidos com gendétipos
TC2 231V + VV apresentaram menores concentragdes de cobalamina sérica e SAM e maiores

valores de tHcy quando comparados aos demais recém nascidos.



Concluimos que as associagdes entre os gendtipos e alteragdes nos valores dos
parametros bioquimicos sdo melhores evidenciadas nos recém nascidos, talvez por este grupo
ndo apresentar o efeito de hemodilui¢do e ndo ter alteracdo hormonal tal como acontece no
grupo das gestantes.

Para avaliar os fatores de predi¢@o para os valores maternos das varidveis dependentes
tHcy, MMA e Holo-TC foram realizados varios modelos de regressao linear multipla.

Os modelos construidos para a tHcy, como varidvel dependente, mostraram que o
folato sérico é o parametro que melhor explica os valores de tHcy, apresentando maior R’
parcial. Isto pode ser evidenciado através das substituicdes das diversas varidveis
independentes a partir do modelo 1 (modelo de referéncia). Desta forma, o folato explicou em
15% a mais a variagdo da tHcy quando comparada com a Cbl (modelo 2). A combinacio de
folato sérico e cobalamina (modelo 4) nio aumentou o R? em relacdo ao modelo 3 (folato
serico apenas), mostrando que o folato sérico é o parimetro mais importante. O fato de
acrescentar outras varidveis bioquimicas, tais como a SAM, ou SAH, ou MMA, entre outras,
também ndo aumentou o R* em relagdo ao modelo 3 (apenas folato sérico) e modelo 4
(combinacdo folato sérico e cobalamina). Os gendtipos para os polimorfismos TC2 P259R e
123V quando acrescentados ao modelo 1 (modelos 16, 17 e 18), ndo aumentaram o R? do
modelo 1. E quando os gendtipos foram acrescentados ao modelo 4 (folato serico e Cbl), ou
seja os modelos 11, 12 e 13, ndo houve aumento do R?em relacdo ao modelo 4. Uma terceira
possibilidade de interacdo entre os genétipos e Cbl foi testada nos modelos 19, 20 e 21
quando foram comparados os R* com o modelo 2, mostrando que nao houve aumento do R
Isso mostra que os gendtipos para os polimorfismos 7C2 P259R e 123V, isoladamente ou em
combinag@o com as vitaminas, ndo sdo fatores de predi¢do dos valores maternos de tHcy. Este
dado € diferente dos resultados de Miller e colaboradores (2006), cujo estudo mostrou que a
Holo-TC foi a varidvel que melhor explicou a variabilidade da tHcy. Os resultados
encontrados por Fodinger et al. (2003) também foram diferentes dos nossos, uma vez que o
folato eritrocitario e a creatinina foram os fatores de predi¢cdo da variacdo da tHcy.

Ja para a varidvel dependente MMA materno, o modelo 22 foi o modelo de referéncia,
mostrando relacdo inversa entre mulheres ndo brancas e valores de MMA e relagdo direta
entre valores de creatinina e MMA. Apesar do discreto aumento dos valores do R* dos
modelos 23 (apenas Cbl) e dos modelos 29 a 32, ndo houve diferenca significativa em relacio
ao modelo 22. No entanto, quando repetimos a andlise de regressdo linear multipla para
variavel dependente MMA materno, colocando o critério de selec@o de varidveis (stepwise),

foram selecionadas as varidveis creatinina e cobalamina, sendo que os valores de creatinina



foram relacionados diretamente com os valores de MMA e apresentando R? parcial de 2,68, e
os valores de cobalamina inversamente apresentando R” parcia' de 1,62. Esses resultados
mostram que gendtipos dos polimorfismos 7C2 P259R e TC2 123V, isoladamente ou em
combinag@o com as vitaminas, ndo sio fatores de predi¢do dos valores maternos de MMA.

Diferente do encontrado no nosso estudo, Miller et al. (2006) encontraram que a Holo-
TC foi a varidvel independente com R2 parcial significativamente maior do que o R2 da Cbl,
que melhor explicou a variabilidade de tHcy. Em nosso estudo, a Cbl materna foi o
parametro que melhor explicou os valores de Holo-TC materna. Este resultado foi esperado
uma vez que a concentracdo de cobalamina tecidual pode estar relacionada com o estimulo
para sintese de TCII (SEETHARAM; BOSE; LI, 1999). Os gendtipos ndo se comportaram
como bons preditores da variagdo da Holo-TC, pois, no modelo 37, no qual foi colocada
apenas a combinagdo dos gendtipos para os polimorfismos 7C2 P259R e 123V, o R? total foi
significativamente menor do que o valor de R? total quando os mesmos gen6tipos estavam
juntos com a Cbl como varidveis independentes (modelo 40). Estes resultados excluem a
interac@o entre a presenca dos polimorfismos no gene 7C2 e alteracdes nas concentracdes de
Holo-TC. Porém confirmam o que foi observado nas anélises de variancia entre gendtipos e
concentracdes de Holo-TC, nas quais ndo foram encontradas associagdes entre estas duas
varidveis tanto nas gestantes como nos recém nascidos.

Com intuito de explicar a variabilidade dos metabdlitos neonatais, os valores da tHcy,
da razdo SAM/SAH e do MMA foram usados como varidveis dependentes em varios modelos
de regressdo linear multipla. Exclusivamente para as varidveis dependentes neonatais, foram
construidos modelos cujas varidveis independentes foram as varidveis neonatais e em outros
as varidveis independentes foram as varidveis maternas. A Cbl e o folato foram os preditores
para a tHcy neonatal quando foi utilizado apenas as varidveis independentes maternas no
modelo de regressdo linear multipla. No entanto, quando as varidveis independentes foram as
neonatais, os valores neonatais da Cbl, do folato sérico e da SAM/SAH foram as selecionadas
para explicar os valores de tHcy neonatal.

Para os modelos neonatais de MMA, a Cbl materna foi a tnica selecionada quando o
modelo foi feito com varidveis independentes maternas. E no outro modelo de MMA
neonatal, a Cbl e o gen6tipo PR + RR neonatal explicaram a variabilidade do MMA neonatal.
A Cbl na forma de adenosilcobalamina € importante no metabolismo dos dcidos graxos, onde
a deficiéncia desta vitamina pode elevar os valores de MMA (MCMULLIN et al., 2001).
Desta forma é explicada a importancia de Cbl tanto neonatal como materna, na variagdo do

MMA neonatal. A associa¢do entre os gendtipos 259PR+RR, jd observada na andlise de



variancia, foi ratificada pela andlise de regressdo linear multipla, uma vez que os genotipos
neonatais (259PR+RR) tiveram participacdo (1,92%), mesmo pequena, na variablidade do
MMA neonatal.

Ja para a razdo SAM/SAH neonatal, foram o folato sérico e o gendtipo RR maternos
as varidveis selecionadas quando s6 foram colocadas as varidveis independentes maternas no
modelo. E finalmente, a tHcy e genétipos PR + RR foram as varidveis neonatais selecionadas
no modelo de regressdo linear multipla para a razao SAM/SAH neonatal.

A tHcy regula a formacdo da S-adenosilhomocisteina (FINKELSTEIN et al., 1974).
Os gendtipos 259PR+RR podem influenciar indiretamente nos valores da razdo SAM/SAH
como foi observado na andlise de varidncia, uma vez que os gendtipos 259PR+RR foram
associados a menores valores de tHcy (NAMOUR et al., 2001; LIEVERS et al. 2002).

Podemos concluir que os gendtipos para os polimorfismos 7C2 P259R e 123V nio
estdo associados a variabilidade dos valores maternos dos metabdlitos, no entanto, no recém
nascido esta associacao foi evidenciada.

O folato sérico materno teve grande importincia nos valores da tHcy e da razdo
SAM/SAH neonatais. Assim, fica explicita a importancia do folato nas reagdes de metilacéo,

ja que o folato participa da metilacdo da homocisteina a metionina (ZIJNO et al., 2003).



6. CONCLUSOES

6.1 A Holo-TC ndo foi bom marcador para discriminar as gestantes com e sem

deficiéncia de cobalamina.

6.2 A Holo-TC foi um marcador da deficiéncia de cobalamina no grupo de neonatos

porém, com discreto grau de discriminacao.

6.3 Os gendtipos maternos para o polimorfismo 7C2 P259R néo foram associados com as
alteracdes nos valores maternos de tHcy, MMA e Holo-TC e os recém nascidos
portadores de gen6tipos PR+RR apresentaram menores valores da razio SAM/SAH e

maiores valores de MMA.

6.4 Os gendtipos para o polimorfismo 7C2 123V ndo foram associados a alteracdes nos
valores dos metabdlitos maternos. Entretanto, os recém nascidos com genétipos

23V+23VV apresentaram menores valores de SAM e maiores valores de tHcy.

6.5 A combinacdo dos genétipos IV+VV/ PR+RR foi associada a menores valores de

SAM nas gestantes e a menores valores de SAM e da razio SAM/SAH nos recém

nascidos.

6.6 O folato sérico foi o principal fator de predicdo para os valores maternos de tHcy.

6.7 Os valores maternos de creatinina e cobalamina foram os fatores de predicdo para os

valores maternos de MMA.



6.8 A cobalamina foi o principal fator de predi¢cdo para os valores maternos de Holo-TC.

6.9 A cobalamina, folato sérico e razio SAM/SAH neonatais foram os fatores de predi¢do
para os valores neonatais de tHcy. Entretanto, quando as varidveis maternas foram as
variaveis independentes, os fatores de predicdo foram folato sérico e cobalamina

maternos.

6.10 A tHcy e o gendtipo 259PR + RR neonatais foram os fatores de predi¢do para os
valores neonatais da razdo SAM/SAH. Entretanto, quando as varidveis maternas foram
as varidveis independentes, os fatores de predicdo foram folato sérico e gendtipos

259RR maternos.

6.11 A cobalamina e genétipo 259PR + RR neonatais foram os fatores de predi¢cdo para
os valores neonatais do MMA. Entretanto, quando as varidveis maternas foram as
varidveis independentes, apenas a cobalamina materna foi o fator de predicdao para o

MMA neonatal.
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