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I resumo

MTHFR A homocisteina plasmatica associada a mutacdo no gene da 5-metiltetra-hidrofolato (MTHFR) é
considerada um fator de risco para doenca coronariana. O objetivo deste trabalho foi estabelecer o
ndmero de individuos com essa mutacdo. Os exames solicitados foram enviados para o laboratério
Genolab, abrangendo a cidade de Curitiba- PR. Foi utilizado o método da reacao em cadeia da polimerase
PCR em tempo real em tempo real (RT-PCR), tendo como base os laudos para a deteccdo da mutagéo C677T em um periodo
dois anos. Vinte e trés individuos possuiam o genétipo homozigoto C; nove, o homozigoto T; e 35, o
heterozigoto. A deteccdo dessa mutacdo é importante para uma orientacéo no tratamento inicial de
pacientes que possuem doencas coronarianas correlacionadas.

Polimorfismo C677T

Frequéncia genotipica

abstract ST

Plasma homocysteine, associated with a mutation in the methyltetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene, | MTHFR
is regarded as a risk factor for coronary disease. The aim of this study was to determine the number of
individuals with this mutation. The exams were sent to the laboratory Genolab, comprising the city of
Curitiba-PR. We analyzed reports from a two-year period through real-time PCR method. Twenty-three | Genotypes frequency
individuals were homozygous for genotype C, 9 were homozygous for T and 35 were heterozygous. The | Real-time PCR
detection of this mutation is vital to determine the suitable approach in the initial treatment of patients with
correlated coronary diseases.
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Introducao

Atrombofilia é definida como um aumento na tendéncia
de desenvolver trombose. Varios defeitos genéticos estdo
associados, entre eles, o acimulo de homocisteina (Hcy)
no sangue® 1419,

A concentracdo plasmatica de homocisteina é influen-
ciada tanto por fatores nutricionais, como concentracao
do &cido félico e vitaminas B6 e B12, quanto por fatores
hereditérios, especialmente os ligados as enzimas do meta-
bolismo da metionina e da cisteina®. Na espécie humana,
concentracdes elevadas de Hcy estdo associadas a presenca
do polimorfismo C677T no gene da 5-metiltetra-hidrofo-
lato (MTHFR), que resulta em termolabilidade e atividade
reduzida da enzima MTHFR®. Esta, catalisa a conversao de
5,10-metilenotetra-hidrofolato em 5-metileno-hidrofolato,
principal forma circulante de folato, o qual é requerido para
uma série de vias metabodlicas, incluindo a metilagdo da Hcy
para metionina®.

Evidéncias experimentais sugerem que a Hcy esteja
envolvida na arterogénese e trombogénese, cujas concen-
tragbes anormais de Hcy podem ser o resultado da interacao
de fatores genéticos e nutricionais®.

Ademais, os problemas ocasionados pela mutacdo no
gene do MTHFR podem ir além da trombofilia. Estudos rea-
lizados por Supic et al.1” e Sailasree et al.(') demonstraram
que essa mutacdo aliada ao consumo de alcool é responsa-
vel pelo aumento de cancer bucal e cdncer de mama em
mulheres. Pode também estar associada a problemas
degenerativos ocasionados por uma possivel metilacdo
nos telomeros‘'?, sendo a mitose totalmente dependente
de acido folico; a presenca deste é fortemente influenciada
pela mutagao na MTHFR(® 121517,

O objetivo deste trabalho foi quantificar o nimero de in-
dividuos homozigotos para o alelo C e alelo T e heterozigotos.
Os exames solicitados foram enviados para o laboratério Ge-
nolab, abrangendo exclusivamente a cidade de Curitiba, no
estado do Parana. Este estudo ird contribuir com a literatura
fornecendo dados para consulta da incidéncia dos genétipos
da MTHR em individuos dos estados da regiéo sul do Brasil.

Materiais e métodos

Obtencdo e coleta do material

Utilizaram-se para o presente trabalho, amostras de
sangue periférico enviadas pelos laboratérios conveniados

ao Genolab, pertencentes aos estados do Parana e de Santa
Catarina. Foi recomendado que a coleta fosse realizada
seguindo o manual de coleta Genolab 2010©.

Extracdo de acido desoxirribonucleico (DNA) e
amplificacao

Para a obtencdo e o isolamento do DNA, utilizou-se
a técnica de fenol-cloroférmio®. Para a amplificacéo do
material genético de interesse, foi aplicada a técnica da
reacao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)
com sonda Tagman®, e as concentracdes dos reagentes
aplicados foram de acordo com recomendagdes do fabri-
cante (Applied, Foster City,CA). A vantagem de utilizar a
RT-PCR é o fato de que essa técnica possui sensibilidade
muito maior quando comparada com a PCR polimorfismo
de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP), também
utlizada para a deteccdo do alelo mutante®. Além disso,
a sonda Tagman® é a sonda mais sensivel encontrada
atualmente para o uso do RT-PCR, maximizando a sensi-
bilidade da técnica.

Analise dos dados e analise estatistica

Para este experimento, foram coletados os laudos de
exames solicitados em nosso laboratério para a mutacdo
C677T, no periodo do 1° de janeiro de 2010 a 31 de dezem-
bro de 2010, com todos os pacientes oriundos da cidade de
Curitiba-PR. Apés a coleta dos dados, eles foram submetidos
a analise estatistica para calcular a frequéncia genotipica.

Resultados

Obteve-se uma amostra de 67 individuos. Das amostras
analisadas, sete eram homens e 60, mulheres. Dos individuos,
23 possuiam o genétipo homozigoto C; nove, o homozigoto
T; e 35, o heterozigoto. Do total de individuos do sexo mas-
culino, apenas um possuia o genétipo homozigoto T; quatro,
0 homozigoto C; e 2, o heterozigoto. Na amostra do sexo
feminino, foram encontrados 19 com o genétipo homozi-
goto C, oito com 0 homozigoto T e 33 com o heterozigoto.

A frequéncia alélica para o alelo C foi de 60,45% e do
alelo T, de 39,55%. Para o sexo feminino, a frequéncia
alélica foi de 59,5% para o alelo C, enquanto para o alelo
T, de 40,5%.

Com base nos dados obtidos pelas frequéncias alélicas,
as frequéncias esperadas foram de 36,54% para o genétipo
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homozigoto C, 15,64% para o homozigoto T e 47,82% para
o heterozigoto na populacdo total. Portanto, a populagdo
esta em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Discussao

A frequéncia para o genétipo homozigoto T apresen-
tou uma taxa similar a de outros trabalhos realizados. Um
trabalho de Biselli et al. realizado em 2009 no municipio de
Séo José do Rio Preto-SP, mostrou uma frequéncia de 11%
e 9% para o grupo-controle. O mesmo estudo realizado em
Minessota e no norte da Califérnia mostrou uma frequén-
cia de 10,53% para esse mesmo genétipo, somando as
dos pacientes com o grupo-controle®. No Reino Unido, a
frequéncia para esse genétipo foi de 11%®.

O genétipo homozigoto C também apresentou frequén-
cia similar a encontrada em S&o José do Rio Preto, onde a
taxa desse gendtipo foi de 35% nos pacientes e 36% no
grupo-controle®; em comparacdo com a deste trabalho,
foi 34,33%. Em Minessota e no norte da Califérnia, a fre-
quéncia desse genétipo foi de 45,28% e no Reino Unido,
de 45,9%@.

O gendtipo heterozigoto também mostrou frequén-
cia similar a encontrada em Sdo José do Rio Preto, cuja
taxa desse gendtipo foi de 54% nos pacientes e 55% no
grupo-controle®. Em Minessota e no norte da Calif6rnia, a
frequéncia foi de 44,19% e no Reino Unido, de 43,1%®.

Os valores em relacdo as frequéncias genotipicas de-
monstraram mais similaridade com a pesquisa realizada
em S&o José do Rio Preto do que com as no Reino Unido
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e nos Estados Unidos, as quais demonstraram forte seme-
Ihanca entre si.

Em relagdo a frequéncia alélica, os resultados encontra-
dos foram: 60,45% para o alelo C e 39,55% para o alelo
T, apresentando apenas um leve aumento na frequéncia
do alelo T em comparacdo aos demais trabalhos. Em Séo
José do Rio Preto, foi 62% para o alelo C e 38% para o
alelo T nos pacientes, e 63,42% para o alelo C e 36,58%
no grupo-controle®. Em Minessota e no norte da Califér-
nia, os valores encontrados foram de 67,38% para o alelo
C e 32,62% para o alelo T®. No Reino Unido, os valores
encontrados também nédo foram muito diferentes, sendo
67,43% para o alelo C e 32,57% para o alelo T®.

Apesar de os valores das frequéncias genotipicas apre-
sentarem valores distintos entre as pesquisas realizadas
no Brasil em relacdo as pesquisas do Reino Unido e dos
Estados Unidos, os valores das frequéncias alélicas foram
praticamente os mesmos em todos os trabalhos.

Conclusao

Os valores encontrados corroboram os valores encon-
trados em outros trabalhos, possuindo apenas uma leve
diferenca em relacdo aos trabalhos realizados nos Estados
Unidos e no Reino Unido.

Esses dados servirdo como mais um recurso bibliogré-
fico a respeito dessa mutacgdo, principalmente como um
dado da regido Sul do Brasil, em especial para a cidade de
Curitiba-PR.
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