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Resumo

Objetivos: avaliar o desenvolvimento neuropsicomotor e a estabilidade genémica associ-
ados ao folato e ferro sanguineos em pré-escolares.

Meétodos: estudo transversal, no qual avaliou-se exames bioquimicos (hemograma
completo, ferritina sérica, ferro e folato), desenvolvimento neuropsicomotor (Teste Denver
1I) e genotoxicidade (citoma de microniuicleos em células bucais esfoliadas) de 55 criangas
com 36-59 meses de idade. Para a andlise dos dados, empregou-se os testes T de Student,
Kruskal-Wallis e correlagao de Pearson ou Spearman, com nivel de significincia de p<0,05.

Resultados: a prevaléncia de anemia foi de 1,8%. Pelo teste de Denver Il foram classifi-
cadas 32,7% das criangas como normais e 67,3% como suspeita de atraso. As criangas com
suspeita de atraso apresentaram pequena redugdo no hematocrito e hemoglobina (p=0,05 e
p=0,14), redugdo intermediaria de ferro e folato (p=0,29 e p=0,23) e redug¢ao marcante de
ferritina (p=0,03). Ferro e folato associaram-se significativamente com a frequéncia de
células com lesées no DNA (p<0,05). A frequéncia de células binucleadas associou-se positi-
vamente com Red Cell Distribution Width (RDW) (r=0,56, p=0,02), nas criangas sem atraso
e negativamente com folato (r=-0,33; p=0,05), nas criangas com atraso.

Conclusoes: este estudo mostrou baixa prevaléncia de anemia, mas elevada taxa de
criangas com suspeita de atraso neuropsicomotor, possivelmente associada com baixos niveis
de ferritina. Ademais, observou-se associagdo entre ferro e folato com dano no DNA, o que
pode ter contribuido para o atraso neuropsicomotor.

Palavras-chave Ferro, Folato, Crianga, Desenvolvimento neuropsicomotor, Estabilidade

genomica
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Introducao

Considerados nutrientes essenciais, o ferro e o folato
desempenham papel primordial no metabolismo
humano, sendo fundamentais para a producao de
energia e metabolismo celular. A deficiéncia de
ambos os nutrientes representa um problema de
saude publica mundial, afetando todas as faixas
etarias, especialmente, gestantes e criancas em idade
pré-escolar.1,2

Evidéncias sugerem que a deficiéncia de ferro
provoca efeitos a longo prazo, como deficiéncias no
desenvolvimento cognitivo e psicomotor, bem como
a reducdo na capacidade produtiva. Além disso, o
estado psicoldgico da crianca e comportamentos
alimentares na infancia estdo relacionados a varios
aspectos da nutricao nessa fase.3-5

O folato possui papel chave na divisdo celular
normal e durante periodos de crescimento e desen-
volvimento. As causas da deficiéncia de folato vao
desde uma alimentag@o inadequada até condig¢des
associadas com o aumento da renovagdo celular.
Ademais, sua deficiéncia pode afetar a memoria e a
capacidade de linguagem, assim como o surgimento
da anemia megaloblastica.l.5,6

O desenvolvimento infantil ¢ resultado da inte-
racdo entre fatores genéticos, bioldgicos e ambien-
tais. Desta forma, o “The Denver Developmental
Screening Test Il (Denver 11)” ¢ um teste de rastrea-
mento de risco de desenvolvimento infantil, que
estima o nivel de desenvolvimento, sendo capaz de
investigar precocemente possiveis alteragdes no
desenvolvimento psicomotor de criangas de 0-6 anos
de idade.”.8

O ferro e o folato também atuam em processos
celulares importantes para as células nervosas sendo
considerados essenciais para a sintese e reparagdo do
DNA.9.10 Estes nutrientes podem atuar na estabili-
dade do genoma, exercendo um importante papel no
metabolismo do DNA. O ferro, além de ser
requerido para o transporte de oxigénio também esta
presente na enzima ribonucleotideo redutases que
catalisa a formacgdo de desoxinucleotideos. Ja a defi-
ciéncia de folato esta relacionada a formagao de
micronucleos, um tipo especifico de do no DNA.2.11

Neste sentido, existem na literatura diferentes
tipos de ensaios que avaliam a estabilidade do
genoma. O ensaio de citoma de micronucleos em
células bucais esfoliadas (BMCyt) ¢ uma técnica
citogenética utilizada para medir biomarcadores de
danos ao DNA (originarios de um defeito durante a
divisdo celular), bem como morte celular no epitélio
oral de forma rapida e ndo invasiva.l2

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar
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o desenvolvimento neuropsicomotor e a estabilidade
gendmica associados aos niveis de folato e ferro
sanguineos de pré-escolares.

Métodos

Trata-se de um estudo transversal, com criangas,
entre 36 ¢ 59 meses de idade, de ambos os sexos,
matriculadas nas escolas infantis da rede municipal
de Venancio Aires, RS. Pais/responsaveis de criangas
que haviam participado de um estudo anterior (105
criangas) foram convidados a participar do presente
estudo, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade de Santa Cruz do Sul — UNISC
(CAAE 39631014.3.0000.5343, parecer n° 928.529).
Foram excluidos do estudo 50 criancas que ndo
foram encontradas por mudanga de enderego de seus
responsaveis/pais. Todas as etapas foram realizadas,
apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido pelo pai/responsavel pela crianga.

Por meio de questionario aplicado ao pai/respon-
savel, coletaram-se informagdes referentes a crianca,
tais como: data de nascimento, informagdes sobre o
uso de suplementacdo e sobre os dados socio-
econdmicos, sendo este Tultimo classificado
conforme a Associacdo Brasileira de Empresas de
Pesquisa (ABEP).13 Por conseguinte, cada crianca
foi conduzida a salas especificas, nas proprias
escolas, para a realizagdo da avaliagdo
antropomeétrica e coleta de células da mucosa oral,
além do rastreio de risco do desenvolvimento
neuropsicomotor.

As medidas antropométricas (peso e altura)
foram coletadas de acordo com a Norma Técnica do
Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional
(SISVAN),14 utilizando uma balanga digital da
marca Plenna® e um estadidmetro vertical portatil
da marca Invicta Plastics®. A partir das medidas
antropométricas, calculou-se o valor do indice de
massa corporal (IMC), sendo o estado nutricional
classificado segundo a Organizagdo Mundial da
Satde (OMS),14 de acordo com o IMC para idade
(IMC/1), a partir do escore-z. Os dados foram tabu-
lados e avaliados no programa Anthro, da OMS.

O nivel de dano de DNA foi avaliado através do
teste BMCyt. Primeiramente, coletaram-se células
da mucosa oral, localizadas na regido interna da
bochecha, com o auxilio do cytobrush, sendo esse
material armazenado em falcons contendo 1 mL de
metanol. Por conseguinte, as amostras foram enca-
minhadas para o Laboratéorio de Nutrigdo
Experimental da Universidade de Santa Cruz do Sul
(UNISC), onde as laminas foram preparadas,
coradas e analisadas de acordo com o protocolo de



Thomas et al.12

O desenvolvimento neuropsicomotor foi
avaliado pelo Teste de Triagem do Desenvolvimento
de II (Denver 11),7-8 no qual é possivel investigar
quatro areas do desenvolvimento: pessoal-social,
motor fino, linguagem e motor grosso, sendo
composto por 125 itens/atividade ao total. O teste
permite verificar ainda, a capacidade de
compreensdo de instrugdes, conceituacdo de
palavras, nomeacdo de figuras e habilidades pessoal-
social, o que respalda a escolha do teste, nesse
estudo, por sua alta sensibilidade.

O tempo de realizagdo do teste foi de aproxi-
madamente vinte minutos, no qual foram aplicados
os itens referentes as idades entre 36 ¢ 59 meses. No
momento da realizagdo do teste, cada um dos itens,
era registrado “passa” ou “falha” na ficha especifica
do teste.

Na avaliag@o de cada um dos itens testados eram
atribuidos escores que permitiam interpretar os itens
testados da seguinte forma: “normal”, quando a
crianga executava todos os itens/atividades previstos
para sua idade; “cautela”, quando a crianga ndo
executava ou recusava-se a realizar a atividade que
era feita por 75 a 90% das criangas daquela idade; e
“atraso”, quando a crianga nao executava a atividade
feita por 90% das criangas. A partir dessa avaliagdo
o Denver II permite duas classificagdes globais:
Normal, quando ndo hé atrasos e, no maximo, uma
unica cautela; e Suspeita de atraso, quando ha duas
ou mais cautelas e/ou um ou mais atrasos.”

Na segunda etapa do estudo, realizou-se a coleta
sanguinea por um profissional habilitado, em um
laboratério de andlises clinicas do municipio de
Veniancio Aires, RS. Foram coletados 5,0 mL de
sangue de cada crianga e armazenados em diferentes
frascos, devidamente identificados, e encaminhadas
para o Laboratorio de Bioquimica do Exercicio -
UNISC, onde foram realizados os hemogramas
completos (hemoglobina, hematdcrito, Volume
Corpuscular Médio - VCM, Hemoglobina
Corpuscular Média - HCM, Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média - CHCM e Red
Distribution Width - RDW), utilizando-se o ana-
lisador Sysmex, XS-800i, para ferritina sérica e para
determinag¢do de ferro utilizou-se o equipamento
Miura 200 (I.S.E. S.r.I. Clinical Chemistry Solution,
Italia), pelo método turbidimetria e colorimetria,
respectivamente. Ja, os niveis séricos de folato
foram determinados pelo método de imunoquimiolu-
minescéncia no equipamento ARCHITECT
Immunoassay Analyzer (Abbott Diagnostics, USA)
em um laboratorio de analises clinicas do municipio
de Santa Cruz do Sul, RS. Avaliou-se os niveis de
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Proteina C Reativa (PCR) como um marcador infla-
matoério (PCR <0,6 mg/dL), uma vez que, no caso do
individuo apresentar infecg¢des, os resultados de
ferritina poderiam estar alterados. Os valores de
referéncia utilizados para as anélises bioquimicas
foram: >11,0 g/dL para hemoglobina, >33% para
hematocrito, >79 fL para VCM, >27,4 pg para HCM,
>34 4¢/L. para CHCM, >11,5% para RDW, >12
ng/mL para ferritina, >50 pg/dL para ferro e >3,10
ng/mL para folato.5

As andlises estatisticas foram realizadas no
programa Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) versdo 20.0 e os graficos construidos no
programa GraphPad Prism versdo 6.01. Os dados
hematoldgicos foram analisados pelo teste ¢ de
Student e o dano no DNA pelo teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis. A analise de correlagdo de Pearson
ou Spearman também foram empregados. O nivel de
significancia foi de p<0,05.

Resultados

Das 105 criangas do estudo anterior, 50 criangas
foram excluidas devido a recusas em participar na
pesquisa, mudanga de endere¢o, ou ndo
interesse/disponibilidade dos responsaveis/pais em
leva-las ao laboratorio e outros motivos que possam
ter comprometido a participagdo. Assim sendo,
participaram do estudo 55 criangas, com idade média
de 49,03+6,19 meses, sendo 54,5% do sexo
feminino, 45,5% estavam matriculadas no nivel 111
(criangas com idade entre 36 a 47 meses) ¢ 54,6% no
nivel pré A (criancas com idade acima de 48 meses).
A maioria das criangas avaliadas, no presente estudo,
estava eutrofica (67,3%), cerca da metade delas
pertencia a classe socioeconémica B2 e 76,4%
dessas criangas foram suplementadas com ferro dos
6 aos 24 meses de idade (Tabela 1).

No presente estudo, a prevaléncia de anemia foi
de 1,8%, considerando-se apenas a hemoglobina. Ao
avaliar os niveis de ferritina e ferro sérico, observou-
se que 3,6% e 10,9%, respectivamente das criangas,
apresentaram valores abaixo do recomendado e
nenhuma crianga apresentou deficiéncia de folato.
De acordo com o teste de Denver II, 32,7% das
criangas foram classificadas em normais ¢ 67,3%
com suspeita de atraso neuropsicomotor.

Ao associar-se as variaveis hematoldgicas com o
Denver I, verificou-se que as criangas suspeitas de
atraso apresentaram pequena diminuic¢do (inferior a
2%) nos niveis de hematocrito e de hemoglobina
(p=0,15 e p=0,05, respectivamente), diminui¢do
intermedidaria nos niveis de ferro (5%, p=0,29) e
folato (8%, p=0,23) e diminui¢do marcante nos
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niveis de ferritina (17%, p=0,03). As criangas
consideradas apresentaram  valores
reduzidos de hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) e ferro. No entanto, maior
frequéncia de células binucleadas, micronucleos,
broto e ponte, contudo sem diferenga
estatisticamente significativa (p>0,05) (Tabela 2).
Ao avaliar a associagdo entre os parametros
hematologicos com os danos no DNA, verificou-se
uma correlagdo negativa entre os niveis de ferro

normais

sérico com a frequéncia de micronucleos (r=-0,27 e
p=0,05) e a frequéncia de pontes nucleares (r=-0,28
e p=0,04) (Figura 1).

O nivel de folato no sangue apresentou uma

Tabela 1

correlagdo negativa com a frequéncia de células
binucleadas (r=-0,28 ¢ p=0,04) ¢ uma correlagdo
positiva com brotos nucleares (r=0,32 e p=0,02)
(Figura 1).

Segundo o critério de classificagdo do Denver 11,
quando associado os pardmetros hematoldgicos com
danos no DNA, verificou-se uma correlagéo positiva
entre os niveis de red distribution width (RDW) e a
frequéncia de células binucleadas (r=0,55; p=0,02)
entre as criangas sem atraso. Em relagdo as criangas
com atraso, observou-se uma correlagido negativa
entre os niveis de folato sanguineos e a frequéncia
de células binucleadas (r=-0,33; p=0,05).

Caracteristica da amostra dos pré-escolares.

Variavel N % X + DP
Idade da crianca (anos) 49,03+6,19
Sexo

Masculino 25 45,5

Feminino 30 54,5
Estado Nutricional

Magreza 1 1,8

Eutrofia 37 67,3

Sobrepeso 16 29,1

Obesidade 1 1,8
Classe Social

B1 9 16,4

B2 28 50,9

c1 15 27,3

c2 3 5,4
Suplementacédo

Sim 42 76,4

N&o 13 23,6

DP= desvio-padrao.
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Tabela 2

Comparacao de médias dos parametros conforme a classificacdo do Denver II.

Normal Suspeita de atraso p

(n=18) (n=37)

X = DP X = DP
Hemoglobina (g/dL) 12,66 £ 0,76 12,44 = 0,63 0,14
Hematoécrito (%) 36,90 = 1,99 36,05 = 1,71 0,05
VCM (fL) 78,89 + 5,67 78,70 + 2,84 0,43
HCM (pg) 27,09 + 2,39 27,16 = 1,24 0,44
CHCM (g/L) 34,29 + 0,97 34,51+ 0,93 0,21
RDW (%) 13,09 + 1,68 12,99 + 0,76 0,41
Ferritina (ng/mL) 49,74 + 13,68 41,49 = 16,08 0,03
Ferro (ug/dL) 78,80 + 27,91 82,89 + 24,16 0,29
Folato (ng/mL) 11,77 + 4,61 10,82 + 4,27 0,23
PCR (mg/dL) 0,32 +0,34 0,31 + 0,45 0,75
Binucleada (n° céls.) 2,06 = 1,51 1,86 = 1,90 0,44
Micronucleo (n° céls.) 1,50 £ 1,79 0,86 + 1,08 0,22
Broto (n° céls.) 0,94 + 1,30 0,76 = 0,86 0,96
Ponte (n° céls.) 0,89 + 0,96 0,46 + 0,69 0,10

DP= desvio-padrao; p: nivel de significancia de acordo com o teste U de Mann-Whitney bicaudal (dano no DNA e PCR) e
teste t de Student (parametros hematolégicos) unicaudal; VCM= Volume Corpuscular Médio; HCM= Hemoglobina
Corpuscular Média; CHCM= Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média; RDW= Red Distribution Width;
PCR=Proteina C Reativa (apenas 35 individuos).

Figura 1

Correlacdo entre os niveis sanguineos de ferro e micronucleos (A), ferro e pontes nucleares (B), folato e células
binucleadas (C) e folato e brotos nucleares (D) de criangas (n=55) com idade entre 36 e 59 meses. r e p: coeficiente de
correlacdo e nivel de significancia, respectivamente, de acordo com o teste de Pearson indicado na figura.
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Discussao

A prevaléncia de anemia encontrada no presente
estudo é considerada normal, de acordo com a
classificacdo do nivel de importdncia como
problema de saude publica, definido pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS),5 que
classifica como normal, a prevaléncia de anemia
<4,9%. Pra e colaboradores,!5 ao conduzir uma
pesquisa no municipio de Santa Cruz do Sul-RS,
também pertencente a regido do Vale do Taquari e
Rio Pardo, avaliando 30 criangas saudaveis com
idade média de 11,5+2,5 anos, observaram
prevaléncia de anemia semelhante & encontrada em
nosso estudo (3,3%, apenas um individuo com
anemia). Numa meta-analise, avaliando a
prevaléncia de anemia em criangas em diferentes
regides brasileiras, verificou-se uma variagdo na
prevaléncia de anemia, superior ao do presente
estudo, entre 35,0% a 68,8%,16 indicando um
problema moderado-severo de saude publica
brasileira.

A baixa prevaléncia de anemia e niveis
adequados de folato encontrado no presente estudo
pode ser justificada pelo fato dessas criangas ja
terem participado de pesquisas anteriores (realizadas
em 2012 e 2013), pois os pais/responsaveis ja
haviam sido orientados sobre a biodisponibilidade e
alimentos fontes de ferro.

Considerando os niveis de ferritina e ferro
sérico, no presente estudo, foram encontrados,
respectivamente, 3,6%, ¢ 10,9% abaixo dos valores
recomendados. Esses percentuais de deficiéncia de
ferro (10,9%) foram inferiores ao de outro estudo
realizado no sul do Brasil, que encontrou 16,1% das
criangas entre 3 e 4 anos com deficiéncia de ferro de
acordo com a ferritina.l7

E importante ressaltar que os resultados de
ferritina podem estar alterados, quando comparados
com o ferro sérico, em situagdes de inflamagdo. Por
isso, recomenda-se avaliar a PCR como um
marcador inflamatoério. Das criancas que
participaram do estudo, foi possivel avaliar os niveis
de PCR apenas em 66,6% das criangas avaliadas,
dessas 80,0% estavam dentro dos valores
recomendados, porém 20,0% da amostra
apresentaram alguma alteragdo nos niveis de PCR.
Esse aspecto deve ser considerado como uma
limitag@o do estudo. Sugere-se que os baixos niveis
de anemia e deficiéncia de ferro, bem como niveis
adequados de folato, encontrados no nosso estudo,
possam ser devidos a classificacdo socioecondmica
da familia (50,9% classe média) e estado nutricional
adequado (67,3% de eutrofia) para a maioria dos
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individuos.5

Nossos resultados indicaram também uma alta
prevaléncia de suplementacdo de ferro no periodo
dos 6 aos 24 meses de idade (76,4%), diferentemente
dos dados encontrados no estudo de Oliveira et al.,18
no qual verificaram uma baixa prevaléncia do uso do
suplemento em Porto Velho, Acre, Brasil (13,5%).
Deve-se, ainda, considerar a culinaria da regido que
apresenta alto consumo de paes e massas, que sdo
produzidas com farinha de trigo e milho,
enriquecidas com ferro (4,2 mg/100g de farinha) e
acido folico (150 ng/100g de farinha), segundo
legislagdo especifica, desde 2004 no Brasil.19.20 A
regido dos Vales do Taquari ¢ Rio Pardo também
apresenta uma grande ingestdo de carne, sendo o
ferro (ferro heme) contido nesse alimento melhor
absorvido quando comparado com o ferro ndo
heme.5.21 Outro fator que deve ser considerado ¢ o
consumo de alimentos fontes de vitamina C, os quais
podem facilitar a absor¢do do ferro ndo heme.
Pesquisas anteriores indicam que a regido apresenta
consumo elevado de carnes e visceras e alimentos
fontes de vitamina C, como por exemplo, bergamota
(tangerina).15

Nossos achados revelam que 67,3% das criangas
avaliadas pelo teste de Denver II estavam com
desempenho suspeito de atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, valor acima do encontrado no
estudo realizado por Brito ef al.,8 que ao avaliar
criangas com idades entre 4 a 5 anos, encontraram
46,3% das criancas apresentaram atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor.

No que se refere as variaveis hematoldgicas
associadas ao teste de Denver II, encontramos
menores niveis de hemoglobina, hematocrito, VCM,
RDW, PCR, ferritina e folato nas criangas suspeitas
de atraso, corroborando com o estudo de Schatz et
al.22 Os autores avaliaram a eficacia do Denver Il em
50 criangas com anemia falciforme, entre 1 e 3,5
anos de idade e, verificaram que 30% delas estavam
com suspeita de atraso, além de apresentarem
menores niveis de hematocrito quando comparadas
as criangas normais.

Algumas limitagdes do Denver I que poderiam
estar associadas com o nimero elevado de criangas
com suspeitas de atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, segundo relatos das monitoras, que
as criancas que ficavam muito cansadas e com sono
no dia seguinte, dormiam na noite anterior em
horarios considerados tardios; timidez; falta de
empatia pelo entrevistador; falta de incentivo em
casa, por parte dos pais, que pudessem ndo ter
paciéncia para ensinar e brincar com as criangas, em
muitos casos; algumas atividades do teste Denver 11



sdo complexas e ndo estdo adaptadas aos dias atuais,
e o Denver II ndo permite que se estimule a crianca a
desenvolver as atividades durante o teste, para ndo
interferir na naturalidade no desenvolvimento da
atividade pela crianca.

Fenech23 demonstrou que tanto a deficiéncia de
micronutrientes como o excesso podem ter efeitos
prejudiciais em danos gendmicos. Em nosso estudo,
observou-se maior frequéncia de células
binucleadas, micronucleos, broto e ponte nas
criangas normais. Ndo encontramos na literatura
explicacdo para tal achado. Contudo, nosso grupo
hipotetiza que a provavel causa desses danos seria
uma maior proliferagdo celular devido a intensa
formagdo de memoria imunoldgica nos linfocitos T
nessa idade e, por isso, apresentariam maior
propensdo a danos no DNA, ja que os linfocitos T
sofrem quebras do DNA na recombinagdo
somatica.24.25 Estudos futuros sdo necessarios para
testar e confirmar essa hipotese.

A caréncia de folato é conhecida por causar
amplificacdo do dano no cromossomo, que
provavelmente pode contribuir para a formagao de
microntcleos, brotos e pontes.26 Pra et al.l5
verificaram que a ingestdo de ferro diminui a
frequéncia de micronticleos e pontes nucleares.

O teste de BMCyt ¢ uma técnica efetiva para o
estudo de deficiéncia organica celular e nuclear,
causado tanto, pela deficiéncia, como pelo excesso
de micronutrientes.26 Além disso, sabe-se que o
desenvolvimento neuropsicomotor das criangas deve
ser estimulado pelos pais/responsaveis, nessa fase
inicial de aprendizagem, o que contribuiria para a
diminuicdo de atrasos neuropsicomotores. Nossos
resultados mostraram que os niveis de ferro
reduziram a frequéncia de micronucleos e pontes
nucleares, ja o folato reduziu as células binucleadas,
entretanto, aumentou a frequéncia de brotos. O
grande numero de criangas com suspeita de atraso
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