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INTRODUCAO

RESUMO

OsJeTIVO. Concentragao elevada de homocisteina (Hcy) é considerada um fator de risco para doenca
arterial coronéria (DAC). Alteracdes genéticas da enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR),
envolvida no metabolismo da Hcy, podem reduzir sua termolabilidade contribuindo para o desenvolvi-
mento de lesdes aterosclerdticas. O objetivo deste estudo foi investigar a relagdo entre os polimorfismos
MTHFR C677T e A1298C e a presencga, extensao e gravidade da DAC.

MErtopos. Foram avaliados 175 pacientes com DAC, confirmada por angiografia e 108 individuos
sem DAC (grupo controle). O polimorfismo MTHFR C677T foi investigado por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) seguida de digestdo enzimatica. A genotipagem do polimorfismo MTHFR A1298C
foi realizada pela técnica de PCR alelo-especifica.

ResuLtaDOs. A frequéncia do alelo alterado MTHFR 677C foi de 0,38 no grupo DAC e 0,37 no grupo
controle. Em relagdo ao alelo polimérfico MTHFR 1298C, a frequéncia foi de 0,22 e 0,27, respecti-
vamente. As distribui¢des genotipicas MTHFR C677T e A1298C néo diferiram em relacdo ao nimero
de artérias lesadas (P > 0,05). Também néo foi observada relagao entre o polimorfismo para MTHFR
C677T e grau de obstrugéo arterial coronaria (P > 0,05), assim como MTHFR A1298C (P > 0,05).
ConcLusio. Nossos resultados nao demonstraram associacao entre os polimorfismos MTHFR A1298C
e MTHFR C677T e presenca, extensao ou gravidade da DAC.

Unitermos: Doenca arterial coronéria. Polimorfismos genéticos. Enzima MTHFR.

questionavel. Estudo de expressao in vitro da enzima MTHFR

Concentragédo elevada de homocisteina (Hcy) plasmaética é
considerada um fator de risco para doenga arterial coronéaria
(DAC)!. Diversas enzimas e cofatores desempenham papel
importante no metabolismo desse aminoéacido. A enzima 5,10
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) catalisa a conversao
de 5,10-metilenotetrahifrofolato em 5-metiltetrahidrofolato,
principal forma circulante de folato, que é requerido para uma
série de vias metabdlicas, incluindo a metilagdo da Hcy para
metioninaZ.

Na espécie humana, concentracoes elevadas de Hcy estéo
associadas a presencga do polimorfismo C677T no gene MTHFR,
que resulta em termolabilidade e atividade reduzida da enzima
MTHFR2. Outro polimorfismo no gene MTHFR, uma substituicdo
de adenina para citosina no nucleotideo 1298, causa mudanga
de éacido glutamico para alanina na proteina produzida. A
contribuicao desse polimorfismo para a atividade enzimatica é
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mostrou uma reducao de 32% na atividade da enzima mutante
1298 e de 59% para aquela mutada para ambos os polimor-
fismos (C677T e A1298C)*. Foi observado que a presenca do
genotipo MTHFR 677CT/1298AA leva a reducéo de cerca de
30% da atividade enzimatica; enquanto os gendtipos homozigoto
MTHFR 677CC/1298CC e heterozigoto MTHFR 677CT/1298AC
resultam na diminuicao desta atividade em 35a43% e de 38 a
50%, respectivamente®. Por outro lado, Yamada et al., (2001)®8
ndo observaram alteragdo na funcao catalitica ou regulatéria da
enzima na presenca da variante MTHFR 1298CC.

Ambos os polimorfismos do gene MTHFR foram considerados
fatores de risco para DAC”#910, A associacdo do polimorfismo
MTHFR C677T com DAC foi confirmada por alguns estudos, nos
quais a prevaléncia de portadores do alelo alterado foi maior no
grupo DAC em relagao aos controles'®# por outro lado, outros
trabalhos nao confirmam tal associagao!®!¢!7. Em relacdo ao
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Tabela 1 - Distribuicao das frequéncias genotipicas dos
polimorfismos MTHFR C677T e A1298C

- DAC Controle
Genotipos (N = 175) (N = 108) Valor de P
MTHFR C677T
CC, n (%) 62 (35) 39 (36)
CT, n (%) 93 (54) 59 (55) 0,847
TT,n (%) 20 (11) 10 (9)
MTHFR A1298C
AA, n (%) 101 (58) 54 (50)
AC, n (%) 67 (38) 49 (45) 0,448
CC, n (%) 7(4) 5(5)

DAC - Doenca arterial coronéria

polimorfismo MTHFR A1298C, o alelo alterado foi associado

com inicio precoce da DAC, independente dos niveis de Hcy?.
O objetivo deste estudo foi investigar a relagdo entre os polimor-

fismos C677TeA1298Ce presenga, extensado e gravidade da DAC.

METopos

O grupo de estudo foi composto por 283 individuos, cauca-
séides, atendidos no Hospital de Base de Sao José do Rio Preto,
e submetidos a angiografia coronéria. O estudo foi aprovado pela
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). Os indivi-
duos foram divididos em dois grupos: grupo DAC, 175 pacientes
com obstrugao coronéria (60,7 = 12,1 anos; 112 homens e 63
mulheres), e grupo controle, 108 individuos sem sinal de lesao
aterosclerética (57,8 + 12,3 anos; 58 homens e 50 mulheres).
O diagndstico de DAC foi confirmado ou excluido por angiografia
coronéria, analisada por dois observadores em analise cega
quantitativa. A extensdo da DAC foi determinada de acordo com o
numero de vasos coronarios envolvidos (1 a 3), e a gravidade pelo
grau de obstrucao arterial (estenose <50%, 50-75%, >75-95%,
e >95%). Individuos submetidos a cirurgia de revascularizagao
cardiaca, substituicdo de valvulas cardiacas ou colocagao de
prétese laminar coronariana foram excluidos do estudo. Embora
exista no Brasil vasta miscigenagao, foram considerados cauca-
séides os individuos que nao apresentaram ascendéncia de outros
grupos étnicos nas trés geragdes antecedentes!®.

Amostras de sangue periférico foram coletadas apds consen-
timento livre e esclarecido. DNA genémico foi extraido de leucd-
citos, de acordo com a técnica descrita por Abdel-Rahman et al.
(1994)'°. A analise do polimorfismo MTHFR C677T foi realizada
por reacao em cadeia da polimerase (PCR) seguida de digestao
enzimaética, de acordo com Bovaetal. (1999)12.0s fragmentos de
DNA foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida
9,6% e submetidos a diferenca de potencial de 200V por 4
horas. Apds a eletroforese, o gel foi corado com nitrato de prata.

O polimorfismo MTHFR A1298C foi investigado pela técnica
de PCR alelo-especifica segundo Ranjith et al., (2003)%°, com
modificagdes. Os primers utilizados foram: (Alelo A) sense 5°-
GGA GCT GAC CAG TGA AGA -3 e antissense 5'- TGT GAC
CAT TCC GGT TTG -37; (Alelo C) sense 5°- CTT TGG GGA GCT
GAA GGA -37 e anti-sense 5'- AAG ACT TCA AAG ACA CTT G
-37; (controle positivo de amplificacdo génica) sense 5'- TGA
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AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA -3 e antissense 5"- AGG ACG
GTG CGG TGA GAG TG -3°. A amplificagao foi realizada com
desnaturacao inicial de 2 minutos a 94°C, seguida de 30 ciclos
de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C e 50 segundos a
72°C. O produto da amplificacao foi separado por eletroforese em
gel de poliacrilamida a 6%, submetido a diferenca de potencial
de 200V por duas horas e corado com nitrato de prata.

Comparacdo entre os grupos para distribuicoes alélicas e
genotipicas foi realizada utilizando o Teste Exato de Fisher ou
Qui quadrado. O Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi testado
pelo Teste Qui quadrado. Associagdo entre genétipos e nimero de
artérias obstruidas ou grau de obstrugéo arterial foi avaliada por
Analise de Dependéncia. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o programa Minitab for Windows.

REsuLTADOS

A distribuicdo genotipica para o polimorfismo MTHFR
C677Tnaodiferiusignificantemente entre os grupos (P=0,847)
(Tabela 1). O gendtipo MTHFR 677CT foi prevalente em ambos
0s grupos (54 % nos pacientes com DAC e 55% nos controles).
O alelo polimérfico MTHFR 677T apresentou frequéncia de
0,38 no grupo DAC e 0,37 no grupo controles, ndo havendo
diferenca estatistica significante (P=0,789). A distribuicdo
genotipica se mostrou em HWE em ambos os grupos DAC
e controle (x?,=2,86; P=0,091 e x?=3,40, P=0,065,
respectivamente).

A distribuicdo genotipica nao diferiu em relagdo ao nimero
de artérias lesadas (P=0,156) (Tabela 2). Também né&o foi
observada relagé@o entre o polimorfismo MTHFR C677T e grau
de obstrugéo arterial coronaria (p=0,993) (Tabela 3).

N&o houve diferenca entre os grupos estudados em relagéo
as distribuicoes genotipicas (P=0,448) e alélicas (P=0,271)
(Tabela 1) para o polimorfismo MTHFR A1298C. O gendtipo
homozigoto selvagem MTHFR 1298AA foi prevalente em ambos
0s grupos (58% nos pacientes e 50% nos controles). A frequ-
éncia do alelo alterado MTHFR 1298C foi de 0,22 no grupo
DAC e 0,27 no grupo controles. O calculo para o teste do HWE
mostrou que a distribuicdo genotipica foi semelhante a esperada
em ambos os grupos DAC e controles (x*,=1,01; P=0,313 e
X2, =2,19, P=0,138, respectivamente).

Nenhuma associacéo foi observada em relacao ao nimero
de artérias lesadas (P=0,380) (Tabela 2) e grau de obstrugédo
arterial (P=0,800) (Tabela 3).

As frequéncias dos genoétipos dos polimorfismos MTHFR
C677T e MTHFR A1298C combinados néo diferiram entre
pacientes e controles (P=0,172). Também nao foi observada
associacdo dos gendtipos combinados e nimero de artérias
(P=0,657) ou grau de obstrugao coronéria (P=0,350).

Discussio

A contribuicdo das variantes genéticas MTHFR no desen-
volvimento de lesdes aterosclerdticas se baseia no papel da
enzima MTHFR no metabolismo da homocisteina (Hcy). Os
mecanismos fisiopatologicos referentes ao papel pré-aterogé-
nico da hiper-homocisteinemia (Hcy > 15 umol/L) ainda nao
sdo totalmente esclarecidos. Evidéncias sugerem que niveis
elevados de Hcy induzem a disfungdo e lesdo endotelial,
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Tabela 2 - Distribuicao genotipica dos polimorfismos MTHFR C677T e A1298C em relagdo ao numero de artérias obstruidas

Numero de artérias obstruidas

Genotipos Uma artéria Duas artérias Trés artérias Valor de P
MTHFR C677T
CC, n (%) 28 (45) 19 (30) 15(31)
CT, n (%) 26 (41) 37 (58) 30 (63) 0,156
TT, n (%) 9 (14) 8(12) 3(6)
MTHFR A1298C
AA, n (%) 33(52) 41 (64) 27 (56)
AC, n (%) 29 (46) 20 (31) 18 (38) 0,380
CC, n (%) 1(2) 3(5) 3(6)

Tabela 3 - Comprometimento coronariano em relacao aos polimorfismos MTHFR C677T e A1298C

Graus de obstrucao arterial

Genotipos <50% 50%-75% >75%-95% >95% Valor de P
MTHFR C677T
CC, n (%) 6 (35) 13 (36) 29 (35) 14 (35)
CT, n (%) 9(53) 19 (53) 45 (55) 20 (50) 0,993
TT, n (%) 2(12) 4(11) 8(10) 6 (15)
MTHFR A1298C
AA, n (%) 11 (65) 20 (56) 49 (60) 21 (52)
AC, n (%) 6 (35) 16 (44) 30 (36) 15 (38) 0,800
CC, n (%) 0(0) 0(0) 3(4) 4 (10)

proliferacao de células musculares lisas, ativacao de plaquetas
e formacgao de trombos?!2223, levando a formacédo de placas
ateroscleroticas.

O polimorfismo C677T do gene MTHFR resulta em termo-
labilidade e atividade enzimatica reduzida, e contribui para o
aumento dos niveis de Hcy?. A contribuicdo da variante polimér-
fica MTHFR 1298CC na redugao da fungdo enzimatica nao é
totalmente esclarecida, uma vez que estudos observaram resul-
tados contraditérios®®. Niveis de Hey de individuos heterozigotos
MTHFR 1298AC e homozigotos MTHFR 1298CC néo diferiram
daqueles com genodtipo selvagem MTHFR 1298AA, sugerindo
que este polimorfismo isolado nao afeta significantemente o
metabolismo da Hcy*®, mas pode exercer um efeito moderado
na presenca da variante C677T4.

No presente estudo, os polimorfismos MTHFR C677T e
A1298C e seus genotipos combinados nao foram associados com
a presenca, extensé@o ou gravidade da DAC. A relacao entre o
polimorfismo MTHFR C677T e a DAC tem sido avaliada por varios
estudos. Nossos resultados corroboram com estudos prévios, nos
quais nenhuma associagdo entre os genotipos MTHFR C677T
e a DAC foi encontrada?*'5. Kebert et al. (2006)2* observaram
66,2 % de individuos portadores do alelo MTHFR 677Ce 33,8%
portadores do alelo MTHFR 677T em populagao caucasoide
com DAC. Estudo em populacdo brasileira mostrou resultado
semelhante e sugere que o polimorfismo C677T da MTHFR nao
¢ um fator de risco independente para DAC!’. A frequéncia do
alelo polimoérfico MTHFR 677T foi de 0,24 nos individuos com
DAC. No presente estudo foi observada frequéncia de 0,38 do
alelo alterado.
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Por outro lado, o alelo polimérfico MTHFR 677T ja foi
associado com doencas vasculares, aterosclerose de carétida,
doenga arterial obstrutiva e infarto do miocardio!®4. Em DAC, o
alelo polimérfico foi observado significantemente mais freqliente
nos pacientes em relacdo aos controles!®!425, Em estudo brasi-
leiro, o polimorfismo foi associado a gravidade da doenga, mas
nao apresentou distribuicdo significantemente diferente entre
pacientes com e sem DAC?6,

A alteracdo MTHFR A1298C também tem sido investigada
em individuos com DAC. Estudo de Szczeklik et al. (2001)°
mostraram frequéncia do alelo polimérfico MTHFR 1298C
significantemente maior em individuos com DAC em relagédo
aos controles, independente dos niveis de Hcy. Corroborando
com nosso resultado, Abu-Amero et al. (2003)%” e Kolling et
al. (2004)'® nao encontraram associacao entre os genotipos
MTHFR A1298C e presenca ou extensao da DAC. Este ultimo
nao observou diferenga na distribuicéo genotipica tanto para o
polimorfismo MTHFR A1298C, quanto para o MTHFR C677T
em relagdo ao numero de artérias obstruidas. Em trabalho de
Gueant-Rodriguez et al. (2005)'® os polimorfismos MTHFR
A1298Ce MTHFR C677T também néo foram associados a DAC.

Os genotipos MTHFR A1298C e MTHFR C677T combinados
também foram analisados no presente estudo e nao apresen-
taram relagdo com a DAC, assim como com a extensao ou gravi-
dade da doenca. Corroborando com nossos resultados, Meisel
et al. (2001)?® também nao observaram influéncia significante
dos polimorfismos MTHFR C677T e A1298C combinados no
processo de desenvolvimento da DAC, assim como nos niveis
de Hcy.

Rev Assoc Med Bras 2009; 55(3): 274-8
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CoNcLUsAO

Nossos resultados nao demonstraram associacao entre os
polimorfismos MTHFR A1298C e MTHFR C677T epresenca,
extensdo ou gravidade da DAC. A investigacao das concentra-
¢oes de Hcy e de polimorfismos de outras enzimas envolvidas
no metabolismo desse aminoacido poderd contribuir para o
esclarecimento da etiologia da DAC.
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SUMMARY

MTHFR GENETIC VARIABILITY ON CORONARY ARTERY DISEASE
DEVELOPMENT

OsyecTive. Increased homocysteine (Hcy) concentration is
considered a risk factor for coronary artery disease (CAD).
Genetic alterations of the metylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR) enzyme could reduce its thermolability and alter the
Hcy metabolism, contributing to development of atherosclerotic
lesions. Objective of this study was to investigate the relation
between MTHFR C677T and A1298C polymorphisms and pres-
ence, extension, and severity of CAD.

MerHops. One hundred seventy-five patients with CAD
confirmed by angiography, and 108 individuals without CAD
(control group) were evaluated. MTHFR C677T polymorphism
was investigated by polymerase chain reaction (PCR) followed
by enzyme digestion. The genotyping of the MTHFR A1298C
polymorphism was performed by PCR allele-specific method.

ResuLts. Frequency of the altered allele MTHFR 677C
was 0.38 in the CAD group and 0.37 in the control group.
Regarding the polymorphic allele MTHFR 1298C, frequency
was 0.22 and 0.27, respectively. The genotype distribution
MTHFR C677T and A1298C did not differ regarding number
of affected vessels (P > 0.05). Also, relation between MTHFR
C677T polymorphism and degree of arterial obstruction was
not observed (P > 0.05), as well as the MTHFR A1298C
polymorphism (P > 0.05).

ConcLusion. Results did not show association between
MTHFR A1298C and MTHFR C677T polymorphisms and
presence, extension or severity of CAD. [Rev Assoc Med Bras
2009; 55(3): 274-8]

Key worps: Coronary artery disease. Genetic polymorphisms.
MTHFR enzyme.
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