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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste trabalho é determinar a prevaléncia do
polimorfismo C677T do gene metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR) e
associa-la com a concentracéo plasmatica de homocisteina plasmati-
ca na doenca arterial coronariana (DAC). Métodos: Foram avaliados 93
pacientes com DAC documentada, atendidos no Hospital Universitario
Oswaldo Cruz (Recife, PE, Brasil), e 108 controles sem a doenga. Foram
determinados os perfis lipidicos de pacientes e controles. As concen-
tracdes plasméticas de homocisteina e folato foram determinadas por
HPLC e quimioluminescéncia, respectivamente. A genotipagem foi rea-
lizada por RFLP/PCR. Resultados: Os grupos de pacientes e controles
foram homogéneos quanto aos perfis genéticos do polimorfismo investi-
gado. Nos pacientes, as concentracdes plasmaticas médias de homo-
cisteina (11,7 = 4,4 umol/L) e de folato (6,22 + 3,0 ng/dL) foram estatisti-
camente diferentes daquelas observadas nos controles (8,84 + 3,2
pmol/L e 7,69 + 3,1 ng/dL, respectivamente), ao nivel de significancia de
0,05. Entretanto, ndo houve correlagado entre concentragao plasmatica
de homocisteina e folato nos pacientes (r= -0,202). Nao foi observada
associacao entre a homozigosidade 677TT para MTHFR e a concen-
tracdo plasméatica de homocisteina sérica (p= 0,634). A comparagao
dos casos e controles que apresentaram simultaneamente alta con-
centracado plasmatica de homocisteina e baixa concentragédo de fola-
to, resultou numa razdo de chance superior a de cada variavel analisa-
da independentemente (RC= 11,9; IC 95%= 4,16-34,42, p< 0,01). Con-
clusbes: A mutacgdo C677T ndo parece ser um fator genético importante
capaz de explicar a hiperhomocisteinemia moderada observada nos
pacientes com DAC. Outros fatores, ambientais e genéticos, devem ser
investigados. (Arqg Bras Endocrinol Metab 2006;50/6:1059-1065)

Descritores: Doenca aterosclerética coronariana; Homocisteina;
Metilenotetraidrofolato redutase; Folato; Polimorfismo; Dislipidemias

ABSTRACT

Evaluation of MTHFR C677T Gene Polymorphism and Homocysteine Level
in Coronary Atherosclerotic Disease.

Objective: The aim of this study is to determine the prevalence of C677T
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) polymorphism and corre-
late it with plasma homocysteine levels in coronary artery disease (CAD).
Methods: Ninety-three patients with documented CAD from Hospital Uni-
versitario Oswaldo Cruz (Recife, PE, Brazil) and 108 healthy controls were
evaluated. Homocysteine and folate levels were determined by HPLC and
chemoluminescence, respectively, and lipid profile was considered.
Genotyping was done by RFLP/PCR. Results: The groups were homoge-
neous for the C677T polymorphisms. The homocysteine level in cases (11.7
pumol/L) was statistically different from that observed in controls (8.84
pmol/L, p< 0.05). It was also observed that 72% of the patients had homo-
cysteine values abovel2 ymol/L while the control group presented only
32% in this range. There was no relationship between homozigosity for the
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C677T polymorphism and the homocysteine level (p=
0.634). We noticed statistical differences between
folate levels from patients and controls (6.22 and 7.69
ng/dL, p< 0.05, respectively). However, there was no
correlation between homocysteine and folate con-
centrations in the entire group (r= -0.202). Comparing
cases and controls, the odds ratio (OR) when homo-
cysteine is high and folate is low was OR=11.9; C| 95%=
4.16-34.42, p< 0.01. Conclusion: A lack of correlation
between C677T mutation and homocysteine level
suggests that environmental factors and others genet-
ic factors seem to exert more influence on homocys-
teine level in this population. (Arqg Bras Endocrinol
Metab 2006; 50/6:1059-1065)

Keywords: Coronary arterial disease; Homocysteine;
Methylenetetraidrofolate reductase; Folate; Polymor-
phism; Dislipidemias

EVIDENCIAS EPIDEMIOLOGICAS MOSTRAM (ue a con-
centracdo elevada de homocisteina plasmatica é
um fator de risco independente para a doenga cardio-
vascular (1-5), e pode contribuir para a manifestagdo
prematura (6,7) e severidade da doenca arterial coro-
nariana (DAC) (8,9), além de representar um preditor
de mortalidade, independente dos fatores de risco
tradicionalmente conhecidos (10).

A concentracdo plasmatica de homocisteina é
influenciada tanto por fatores nutricionais, tais como o
status do acido félico e as vitaminas B6 e B12, quanto
por fatores hereditérios, especialmente ligados as enzi-
mas do metabolismo da metionina e da cisteina. A
homocisteina pode ser remetilada a metionina ou con-
vertida a cisteina por transulfuracdo. Nesta Gltima rota,
a metionina é catabolisada numa reacdo dependente de
B6. Na via da remetilagdo, a homocisteina é remetila-
da a metionina em uma reacdo dependente de B12 e
requer o 5-metilltetraidrofolato (5-metill-THF), que é
produzido por reducdo do 5,10 metileno-THF,
através da enzima 5,10 metileno-THF redutase
(MTHFR), que é uma proteina reguladora do meta-
bolismo da homocisteina (11,12).

Polimorfismos em genes especificos parecem
conferir uma base genética para riscos de doencas vas-
culares. A forma termolabil da MTHFR, resultante da
transicdo de 677C a T no gene correspondente, con-
tribui para a insuficiéncia funcional e consequiente
hiperhomocisteinemia observada nos homozigotos
(11-14). A homozigosidade para 677TT estd comu-
mente associada com o risco aumentado de DAC em
Israel (28), na América do Norte (29) e no Japdo, mas
ndo em outras popula¢cdes como a chinesa, que carrega
0 mesmo polimorfismo para MTHFR (30). Em con-
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traste com a populacdo francesa, na qual a substituicdo
A66G do gene MTRR — metionina sintetase redutase
¢ determinante de hiperhomocisteinemia moderada
associada a DAC (31). A mutacédo parece ser neutra em
relacdo a homocisteina, quando o folato estd em niveis
adequados (15-17), mas, naqueles individuos com
baixo nivel de folato, a homocisteina aumenta signifi-
cantemente nos homozigotos 677TT e, em valores
intermediarios, nos individuos heterozigotos (18). A
regido na qual se estabeleceu a mutacdo na enzima esta
envolvida com a ligacdo do folato e, quando o nivel de
folato é adequado, a enzima pode ser estabilizada (19).

Desde que as condi¢des econdmicas, sociais e 0s
hébitos culturais influenciam o status do folato, desde
que o background genético varia etnicamente e ambos
os fatores interagem para expressdo e prevaléncia de
DAC, o presente estudo tem por finalidade verificar a
relacdo entre o polimorfismo C677T no gene para
MTHFR e a concentracdo plasmaética de homocisteina
e folato, em pacientes portadores de doenca arterial
coronariana, no Recife.

METODOS

Populacao estudada

Um estudo caso-controle foi conduzido em um grupo
de individuos (sem histéria pessoal ou familiar de
DAC, insuficiéncia renal, doenca da tire6ide, diabetes)
constituido de 108 individuos selecionados do Progra-
ma de Atividade Fisica para Terceira Idade da Univer-
sidade de Pernambuco e funcionérios do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, todos provenientes de Recife, PE,
com faixa etaria de 23 a 61 (48,9 + 9,1), sendo 75
(69%) do sexo feminino e 33 (31%) do sexo masculi-
no. O grupo de pacientes foi constituido de 93 indivi-
duos com faixa etéria de 33 a 67 anos (52,5 + 6,9),
sendo 43 (47%) do sexo feminino e 50 (53%) do sexo
masculino. Os pacientes, tidos como portadores de
DAC, eram atendidos no Hospital Universitario
Oswaldo Cruz, e a inclusdo dos mesmos no projeto foi
realizada de acordo com os critérios de Grahan e cols.,
1998 (2), como presenca de doenca coronaria com
evidéncia clinica (dor toréacica) e laboratorial (ECG e
enzimas como CK total e CK MB) de angina ou infar-
to do miocéardio, excetuando a faixa etaria que no pre-
sente estudo ultrapassou a idade de sessenta anos. E 0s
critérios de exclusdo para os pacientes foram: presenca
de doenca hepaética, insuficiéncia renal (avaliada pela
dosagem de creatinina no soro), gravidez, uso de
medicamentos anticonvulsivantes, alcoolismo crénico,
doenca psiquiatrica franca e exposi¢do ao 6xido nitroso
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a menos de trés meses. Todos os individuos que par-
ticiparam deste estudo assinaram um termo de con-
sentimento, que foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade de Pernambuco.

Analises bioquimicas e genotipagem

A homocisteina total plasmatica foi determinada pelo
método HPLC, por deteccdo fluorimétrica, de acordo
com Pfeiffer e cols., 1999 (20), cujo valor de referén-
cia para 0 método utilizado é < 12 umol/L, e o folato
foi determinado por quimioluminescéncia ACS: 180
(BAYER Diagnostics Corporation), cujo valor de
referéncia é de 1,1 a 20 ng/mL. Colesterol total e
triglicerideos foram determinados por fotometria en-
zimatica. Colesterol HDL foi determinado ap6s pre-
cipitacdo de LDL e VLDL, seguido por fotometria
enzimatica. O DNA foi obtido de linfocitos do sangue
periférico e a determinacdo dos gendtipos C677T
MTHFR foi efetuada por RFLP/PCR, com posterior
digestdo pela enzima de restricdo Hinf I, de acordo
com o protocolo de Frosst e cols. (14).

Andlise estatistica

As variaveis continuas foram expressas como média +
desvio-padrdo. Os dados qualitativos foram analisados
pelo teste de homogeneidade do qui-quadrado e os
dados quantitativos, analisados pelo teste t-Student.
Analise multivariada e teste de Bonferroni para interva-
los de confianca foram usados para avaliar os diferentes
fatores entre pacientes e controles. O teste bilateral de
Fisher foi usado para associar MTHFR e Homocisteina.
Todos os célculos foram realizados com auxilio dos
pacotes estatisticos MINITAB e SAS. Para estimar a
razdo de chance com intervalos de confianga de 95%, foi
utilizado o programa estatistico Biostat versdo 2.0.

RESULTADOS

As variaveis bioquimicas estdo descritas na tabela 1.
N&do houve diferencas estatisticamente significantes
nos perfis lipidicos entre os grupos, mas foram encon-
tradas nas concentraces de homocisteina e folato. Foi
observado que 39,9% dos pacientes apresentavam va-
lores de homaocisteina acima de 12 umol/L, enquanto
nos controles, foi apenas de 15,8%. Baixos niveis de
folato, variando de 1,0 a 5,5 ng/mL, foram encontra-
dos em 52,2% dos pacientes e 25% dos controles. As
concentragbes de homocisteina plasmatica variaram de
4,7 a 35,8 pmol/L (média 11,7; DP= 4,4) nos
pacientes e de 2,7 a 21,3 (média 8,8; DP= 3,2) nos
controles, e a diferenca entre os grupos foi estatistica-
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mente significante [z(U)= 5,70; p< 0,01]. O terceiro
quartil da distribuicdo de valores de homaocisteina nos
controles foi usado para dividir os individuos de acor-
do com a concentracdo superior ou inferior a 10
umol/L. Entre os pacientes, 59% pertenciam a pri-
meira categoria. A razdo de chance de portadores de
concentracBes altas de homocisteina desenvolverem
DAC foi de 4,3 (IC 95%= 2,38-7,91, p< 0,01). As
concentrac8es de folato plasmatico nos pacientes vari-
aram de 2,2 a 20,2 ng/mL (média 6,2; DP= 2,9) e,
nos controles, de 3,0 a 20,0 ng/dL (média 7,7; DP=
3,1). A diferenca entre 0s grupos teste e controles foi
também significativa [z(U)= 4,25; p< 0,01]. O
primeiro quartil nos controles foi usado para classificar
0s grupos em valores inferiores e superiores a 5,5
ng/dL e 52,2% dos pacientes se enquadraram na
primeira categoria. A razdo de chance de individuos
com baixo folato de desenvolver DAC foi de 3,4 (IC
95%= 1,88-6,27, p< 0,01). A compara¢do dos casos e
controles que apresentaram simultaneamente alta con-
centracdo plasmatica de homocisteina e baixa concen-
tracdo de folato resultou numa razdo de chance supe-
rior a de cada variavel analisada independentemente
(RC=11,9; IC 95%= 4,16-34,42, p< 0,01).

As distribuicdes genotipicas do polimorfismo
C677T no gene MTHFR estdo de acordo com aque-
las esperadas na situacdo de equilibrio genético
(Hardy-Weinberg), tanto nos pacientes (x2= 3,025; p=
0,22), como nos controles (x2= 3,04; p= 0,218). As
frequéncias do alelo 677T foram de 24% nos pacientes
e 23% nos controles, justificando as alteracdes ndo sig-
nificativas das freqiiéncias dos genotipos nestes grupos
(x2= 0,96; p= 0,97) (tabela 2). A figura 1 mostra um
gel de poliacrilamida 8% onde se observa o polimorfis-
mo C677T do gene MTHFR com os genétipos CC,
CT e TT. Comparando altas concentraces plasmati-
cas de homocisteina (> 10 umol/L), baixas concen-
tracbes de folato (< 5,5 ng/ZdL) com os gendtipos
MTHFR C677T, através do teste exato de Fisher (uni-
lateral), os resultados indicaram uma associacdo de
DAC com os portadores do alelo 677T (homozigotos
mais heterozigotos), tanto para homocisteina (p=
0,0276) como para o folato (p= 0,047). A razdo de
chance para a homocisteina foi de 2,94; IC 95%=
1,09-7,93, p= 0,055. A razdo de chance para o folato
foi de 2,46; 1C 95%= 0,96-6,30, p= 0,095.

A relacdo entre as concentraces de homocistei-
na alta e baixo folato em relacdo aos genétipos nao
revelou diferenca estatistica significante através do
teste Qui-quadrado (p= 0,244).

A freqUiéncia do alelo T para cada quartil de
homocisteina e folato est4 descrita nas tabelas 3 e 4.
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Tabela 1. Valores das variaveis bioquimicas em pacientes com DAC e grupo

controle.
Controle DAC
Parametros (n=108) (n=93) p
Média + DP Média + DP
Colesterol Total (mg/dL) 193,6 + 38,8 184,9 £38,4 NS
Colesterol LDL (mg/dL) 136 + 38,8 133,6 £52,1 NS
Colesterol HDL (mg/dL) 47,9 +13,5 451 +115 NS
Triglicerideos (mg/dL) 118,5 + 38,8 111,4 +40,4 NS
Homocisteina (umol/L) 8,8 £3,2 11,7+4,4 < 0,05
Folato (ng/mL) 7,7+3,1 6,2+29 < 0,05

NS: n&o significante

Tabela 2. Distribuicdo genotipica e alélica do gene da MTHFR C677T em
pacientes com DAC e controles.

Gendtipo / alelo MTHFR Controle (n=108) DAC (n=93)
n (%) n (%)
CcC 68 (63,0) 57 (61,3)
CT 31 (28,7) 28 (30,1)
I 9 (8,3) 8 (8,6)
T 49 (23,0) 44 (24,0)

GCCT GG TT GG

=

Figura 1. Gel de poliacrilamida 8% com resultados para o polimorfismo C677T da MTHFR. MPM (mar-
cador de peso molecular 1Kb), CC (homozigoto normal), CT (heterozigoto) e TT (homozigoto

mutante).

Tabela 3. Frequéncias alélicas e concentracéo plasmatica de homocisteina total por quartil.

Pacientes Controles
C T C T
n (%) n (%) n (%) n (%) p
Q! 10 (8,3) 2 (1,67) 50 (8,6) 8 (13,8) 0,678*
Q2 13 (65,0) 7 (35,0) 39 (84,8) 7 (15,2) 0,102*
Q3 28 (70,0) 12 (30,0) 39 (72,2) 15 (27,8) 0,996**
Q4 93 (80,2) 23 (19,8) 37 (66,0) 19 (34,0) 0,067**

Quartis: Q< 6,87; Q2= 6,88-8,14; Q3= 8,15-9,92; Q4> 9,93
* Teste Exato de Fisher; ** Teste do qui-quadrado.
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Tabela 4. Frequéncias alélicas e concentracdo plasméatica de folato por quartil.

Pacientes Controles
C T C T
n (%) n (%) n (%) n (%) p*
Q1 77 (77,0) 23 (23,0) 39 (65,0) 21 (35,0) 0,143
Q2 29 (76,3) 9 (23,7) 39 (78,0) 11 (22,0) 0,944
Q3 20 (76,9) 6 (23,1) 46 (85,2) 8 (14,8) 0,550
Q4 16 (80,0) 4 (20,0) 43 (82,7) 9 (17,3) 0,939

Quartis: Q1< 5,5; Q2= 5,6-7,1; Q3= 7,2-9,2; Q4> 9,3

* Teste do qui-quadrado.

DISCUSSAO

No presente trabalho, a concentracdo plasmatica de
homocisteina e de folato foi estatisticamente mais eleva-
da e mais baixa, respectivamente, nos pacientes com
DAC do que nos controles, podendo sugerir uma pos-
sivel participacdo desses fatores como agentes causais
para os danos vasculares que podem levar a DAC. Ja
foram propostos varios mecanismos bioldgicos para
explicar esta associacdo, tal como o estresse oxidativo
(21). Recentemente, foi observado que a homacisteina
pode induzir danos no DNA e que a concentracdo
aumentada esté associada com o nimero de vasos afeta-
dos e o indice de micronucleos, fatos indicativos da se-
veridade de DAC e de instabilidade genética (12,22).

O folato é um fator de risco relacionado com a
homocisteina (23,24), e a administragdo de acido foli-
co combinada com as vitaminas B12 e B6 reduz a
homocisteina nos pacientes com DAC (25). Além
disso, 0s pacientes 677T homozigotos apresentam
concentragdes plasmaticas de homocisteina elevadas,
principalmente quando o folato esta baixo (26), e estes
podem ser mais responsivos a suplementacdo de folato
(27). Contudo, no presente estudo ndo foi observada
uma correlacdo inversa, estatisticamente significante
para as concentracBes de folato e homaocisteina, fato
este que pode ser justificado pela limitacdo do estudo
no que se refere ao tamanho da amostra, quando apli-
cados os testes estatisticos.

As variantes alélicas comuns que produzem
uma deficiéncia na enzima MTHFR poderiam influ-
enciar a concentracdo plasmatica de homocisteina no
processo crénico do desenvolvimento de DAC, mas
os resultados dos estudos epidemioldgicos realizados
até o momento ainda sdo controversos. O presente
trabalho sugere que o polimorfismo C677T da
MTHFR ndo é um fator de risco independente para
DAC e que, apesar de a populacdo estudada estar em
equilibrio genético, quando os alelos de um loco
dialélico se combinam para formar os diferentes
genotipos da geracdo seguinte, em uma populagéo, as
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frequUéncias esperadas desses gendtipos devem ser p2,
2pg e g2, para os gendtipos CC, CT e TT, respecti-
vamente, se 0s cruzamentos forem determinados ape-
nas pelo acaso; a homozigosidade para 677TT ndo se
correlacionou com os niveis aumentados de homocis-
teina em nordestinos mas, como a frequiéncia do alelo
MTHFR 677T é baixa nesta populacdo, é provavel
gue seja um acontecimento ao acaso ou que seja
necessaria uma amostra maior para se estabelecer a
associacdo entre eles. E, ainda, outros fatores genéti-
cos podem estar envolvidos na assimilagdo e metabo-
lismo do folato, interagindo com fatores ambientais
para a expressao de DAC.

Este estudo apresentou algumas limitacBes: a
idade media foi significantemente maior nos
pacientes quando comparada com os controles. No
gue se refere ao sexo, ha uma diferenca estatistica-
mente significante entre as proporcdes dos géneros
masculino e feminino entre pacientes e controles.
Além disso, é necessario avaliar outros fatores de
risco para DAC, como tabagismo, obesidade, IMC
(indice de massa corporal), e relacionar com as con-
centracBes de homocisteina e de folato.

CONCLUSAO

De acordo com os nossos resultados, as concentragdes
aumentadas de homocisteina e diminuidas de folato
estdo presentes nos pacientes com DAC do Recife, mas
estas variagcBes ndo puderam ser atribuidas ao polimor-
fiimo MTHFR C677T, o que permite estimular a
investigacdo de outros fatores genéticos, em uma
amostra maior.
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