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RESUMO

A patogénese dos abortos espontineos envolve interagdo complexa de diversos fatores
genéticos e ambientais. A homocisteina é um aminoacido envolvido em diversos
processos metabolicos incluindo metilagdo e sulfuragdo, sendo que as concentragdes
plasmaticas de homocisteina sdo determinadas por fatores nutricionais, como a ingestdo
de folatos e vitamina By, e de variagdes na atividade de enzimas decorrentes da
presenga de polimorfismos génicos. Atualmente, a elevagdo da homocisteina plasmatica
¢ a deficiéncia de folatos e vitamina By, tém sido associadas a problemas obstétricos,
incluindo o aborto espontineo recorrente. O objetivo deste trabalho foi investigar
associagdes entre os polimorfismos presentes em genes responsaveis pela sintese de
proteinas envolvidas no metabolismo da homocisteina e seus substratos e ocorréncia de
aborto espontaneo recorrente. Foram investigados os polimorfismos C677T e A1298C
no gene da enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR); o polimorfismo
A2756G no gene da enzima metionina sintase (MS) e a inser¢do 844ins68 no gene da
enzima cistationina beta sintetase (CBS), utilizando o técnica de PCR — RFLP. Os
niveis séricos de homocisteina, vitamina B, e folatos foram determinados pela técnica
de quimioluminescéncia. As freqiiéncias alélicas dos polimorfismos entre 89 mulheres
com histéria de abortos recorrentes € 150 controles foram de 19,1% e 19,6%,
respectivamente, para o polimorfismo C677T da MTHFR; 20,8% e 26,0%,
respectivamente, para o polimorfismo A1298C da MTHFR; 142% e 21,9%,
respectivamente, para o polimorfismo A2756G da MS; e 16,4% e 18,0%,
respectivamente, para a inser¢do 844ins68 da CBS. No presente estudo ndo foram
encontradas diferengas significativas entre as freqii€éncias dos polimorfismos nos grupos

de mulheres investigadas. Porém, foi encontrada freqiiéncia elevada do polimorfismo



844ins68 da enzima CBS em mulheres com historia de perdas fetais recorrentes no
terceiro trimestre de gestagdo (p= 0,035). Os niveis de homocisteina, vitamina B12 e
folato ndo diferiram entre os diversos genotipos dos polimorfismos investigados nos
casos e controles. Os polimorfismos C677T e A1298C da MTHFR, A2756G da MS e
844ins68 da CBS: e niveis séricos de homocisteina, vitamina B12 e folato ndo foram
associados com aborto espontdneo recorrente no grupo investigado, sendo que a
associagdo do polimorfismo 844ins68 da CBS devera ser confirmada em estudos

adicionais, visando estabelecer um provavel mecanismo para este evento.

Palavras Chaves: Abortos Recorrentes; Polimorfismos; Homocisteina; Vitamina B,; e

Acido félico




ABSTRACT

The pathogenesis of spontaneous abortion involves a complex interaction of several
genetic and environmental factors. Homocysteine is an amino acid that is involved in
several key metabolic processes, including the methylation and sulphuration pathways.
The homocysteine serum concentrations are determined by dietary factors, including
folic acid and vitamin B12; and variation in the enzyme activity envolved in several
pathways, as a result of some gene polymorphisms. Currently, raised homocysteine
levels and folate and vitamin B12 deficiency had been associated with obstetrics
outcome including spontaneous abortion. The aim of this study was to investigate the
association between polymorphisms in genes that encode enzymes involved in folate
and vitamin Bj> — dependent homocysteine metabolism and recurrent spontaneous
abortion. We investigated the C677T and A1298C polymorphisms of the
methylenetetrahydrofalate reductase gene (MTHFR), the A2756G polymorphism of the
methionine synthase gene (MS) and the 844ins68 insertion of the cystathionine beta
synthetase gene (CBS) by PCR followed by RFLP; the serum levels of homocysteine,
vitamin B, and folate were investigated by quimioluminescence technique. The
polymorphisms allele frequencies in 89 woman with idiopathic recurrent miscarriage
and 150 controls were 19.1% e 19.6%, respectively, for the C677T polymorphism;
20.8% e 26.0%, respectively, for the A1298C polymorphism; 14.2% e 21.9%,
respectively, for the A2756G; and 16.4% e 18.0%, respectively, for the 844ins68
insertion. The frequencies of the four polymorphisms investigated were not different
between case and control groups. However, the frequency of the 844ins68 insertion in
the CBS gene was higher among woman with losses history in third trimester period of

pregnancy (p= 0,035). The homocysteine, vitamin B, and folate serum levels were not



different between the different polymorphisms genotypes described in cases and
controls groups. The MTHFR polymorphisms C677T and A1298C; MS A2756G; CBS
insertion 844ins68 and homocysteine, vitamin B, and folate serum levels were not
associated with idiopathic recurrent miscarriage in the present study. Further studies
need to be conducted in order to confirm the role of the CBS 844ins68 gene
polymorphism in the recurrent miscarriage, establishing a probable mechanism to this

event.

Key Words: Recurrent miscarriage; polymorphisms; Homocysteine; Vitamin B, and

Folate




1. Introducao

1.1 Metabolismo do Acido Félico e Vitamina B,

O 4cido folico e vitamina B, s3o vitaminas com estreita inter-relagdo
metabolica, participando na sintese de nucleotideos puricos e pirimidicos € na metilagio
da homocisteina com obtengdo da metionina (Bender, 1992).

A forma coenzimética do acido folico é o 4cido tetrahidrofélico, importante no
transporte intermedidrio de um atomo de carbono como grupos hidroxila, formila e
metil. O 4acido folico estd presente nos alimentos, em sua maioria, como poliglutamatos,
que sdo menos absorvidos que os monoglutamatos. Os monoglutamatos sdo obtidos a
partir da hidrolise do poliglutamato da dieta, pela a¢do da folato hidrolase (dependente
de zinco) na superficie da borda ciliada de células da mucosa intestinal (Burton &
Foster, 1988). Os folatos metabolicamente ativos sdo os poliglutamatos e a glutamilagdo
permitindo a acumulagdo intracelular destes, uma vez que ndo sdo capazes de atravessar
as membranas celulares, facilitando as rea¢des intermediarias entre os sitios cataliticos
em complexos multienzimaticos e enzimas multifuncionais (Burton & Foster, 1988).

O figado armazena o folato na sua forma reduzida e conjugada e o converte em
metiltetrahidrofolato, que ¢ secretado na bilis e reabsorvido na mucosa intestinal,
estando disponivel para os tecidos extra-hepaticos. Estes tecidos acumulam folato em
concentragdo acima dos niveis plasmaticos através de desmetilagdo e formagdo de
poliglutamatos (Bender, 1992).

A ingestdo recomendada de folatos varia de acordo com a idade, sendo de 30 a
45ug/dia em lactantes e até 250ug/dia em adolescentes e adultos (Rodriguez, 1998). As

fontes de ingestdo sdo amplas, podendo ser obtido de produtos animais como a carne,



figado, ovos e leite; e produtos vegetais como leguminosas, cereais integrais, raizes,
tubérculos, frutas e vegetais (Burton & Foster, 1988).

A deficiéncia de folato pode causar disturbios na sintese e reparo do DNA ou
alterar a expressdo génica, devido a hipometilagdo; além de ser fundamental para a
sintese de nucleotideos puricos e pirimidicos. O uridilato (dUMP) € convertido a
timidilato (TMP) pela timidilato sintase usando o 5,10-metilenotetrahidrofolato como
doador de radicais metil (Narayanan et al, 2004). Caso o aporte de folato esteja
limitado, o balango de precursores de DNA sera alterado, levando ao acumulo e
incorporagdo errdnea de uracil no DNA. Em condi¢des normais, a enzima de reparo do
DNA remove o uracil da fita causando quebra temporaria na molécula de DNA que sera
reconstituido pela agdo da enzima DNA ligase; porém, se a disponibilidade de folato
estiver restrita, a incorporagdo errdnea de uracil e o reparo podem ocorrer
continuamente em um ciclo de reparo que pode causar danos ao DNA ( Narayanan et
al., 2004).

A vitamina By, faz parte de uma familia de compostos denominados
genericamente de cobalaminas. E uma vitamina hidrossolivel sintetizada
exclusivamente por microorganismos (Gillham ef al., 1997). Apesar desta vitamina ser
sintetizada por um grande numero de bactérias intestinais presentes no organismo
humano, seu aproveitamento é minimo, uma vez que a sintese ocorre em sitios distantes
do local de absor¢do fisiolégica da vitamina; como resultado disto, a vitamina By, €
estritamente encontrada nas dietas baseadas em alimentos de origem animal (Barrios et
al., 1999).

A liberagdo da vitamina B, ocorre através da digestdo de proteinas animais,
sendo entdo capturada por uma proteina denominada transcobalamina I, uma proteina R

produzida na saliva e no estdbmago, sendo esse complexo posteriormente degradado

13




pelas proteases pacredticas com conseqiiente transferéncia da molécula de vitamina By
para um fator intrinseco gastrico, uma glicoproteina produzida pelas células parietais do
estomago (Paniz et al., 2005). Em humanos, as reservas totais de cobalaminas sdo muito
maiores que os requerimentos diarios, sendo apropriado para proteger o individuo
contra a deficiéncia vitaminica. Essas reservas sdo suficientes para suprir o0s
requerimentos diarios por um periodo de 3 a 4 anos apds ter se instalado um regime de
ingestdo diminuida ou ma absorgdo de vitamina B, (Barrios et al., 1999). Diferindo dos
folatos que ndo possuem reservas tdo estaveis, a recomendacdo de ingestdo diaria de
cobalamina sdo bem menores, variando de 0,5 a 1,5 ug/dia em lactantes e 3ug/dia em
adolescentes e adultos (Rodriguez, 1998).

Para ser util a célula, a cianocobalamina deve ser convertida a metilcobalamina,
a forma coenzimatica ativa da cobalamina, através de reagdes de alquilagdo dessas

formas farmacologicas (Barrios ef al., 1999).

1.2 Metabolismo da Homocisteina

A homocisteina é um aminoacido essencial necessario ao crescimento de células
e tecidos do corpo humano. A unica fonte de homocisteina no organismo vem da
metionina, proveniente da ingestdo de proteinas da dieta, em sua maior parte de origem
animal (de la Calle et al., 2003).

A homocisteina é um aminoacido intermediario formado pela desmetilagdo da
metionina, sendo resultado da transformag¢do da metionina através de reagdes de
transmetilagdo (Cumming e al.,1999). Seu metabolismo pode ocorrer por duas vias, a
primeira denominada via de remetilagdo, onde a homocisteina é remetilada a metionina,
tendo como doador primario de radicais metil, o 5-metiltetrahidrofolato, sendo a reagdo

catalizada pela enzima MS e dependente de vitamina B;>. O residuo metil necessario a




reagdo é quase inteiramente fornecido pelo metabolismo do acido tetrahidrofolato (4cido
folico), sendo que esta reagdo requer a agdo da enzima MTHFR. Alternativamente, o
catabolismo da betaina é a segunda reagdo capaz de fornecer o residuo metil para a
homocisteina (Aubard er al. 2000). A segunda via ¢ a de transsulfuragdo, onde a
homocisteina € irreversivelmente catabolizada a cistationina pela enzima CBS, reagédo
dependente de vitamina B, onde é excretada pelo organismo como sulfato inorganico
(Girelli et at. 1998) (Figura 1).

Sendo assim, os niveis séricos de homocisteina irdo depender da atividade
enzimatica das enzimas MTHFR, MS e CBS, bem como da disponibilidade de
tetrahidrofolato fornecido pelo metabolismo do acido folico (Vitamina Bo). Deve-se
também levar em consideragdo a importancia de cofatores enzimaticos, como a vitamina

B, e vitamina B, que contribuem para a funcionalidade do ciclo metabolico (Aubard et

al. 2000).
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Figura 1. Representagdo esquematica do metabolismo da vitamina By e acido folico e

suas participagdes na formagdo de homocisteina (adaptado de Zetterberg, 2004).



1.3 Polimorfismos Génicos, Vitaminas e Hiperhomocisteinemia

1.3.1 A Enzima Metilenotetrahidrofolato Redutase

Dois fatores importantes afetam a concentragdo de homocisteina em humanos; a
dieta, principalmente a ingestdo de folato e vitamina By, e a presenga de polimorfismos
em genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo da homocisteina, que €
dependente de folato e vitamina B, (Zetterberg, 2004).

A enzima MTHFR catalisa a redugio de N°,N'’-metilenotetrahidrofolato a N°-
metiltetrahidrofolato, que ¢ a forma mais comum de folato plasmatico circulante,
considerado como importante doador de unidades carbonadas para a remetilagdo de
homocisteina a metionina. O N°,N'°-metilenotetrahidrofolato e seu derivado, o
formiltetrahidrofolato, sdo essenciais para a sintese de bases pirimidicas e puricas
(Frosst et al. 1995). A MTHFR é uma enzima chave que participa do metabolismo de
folatos e de homocisteina (Schwahn & Rozen 2001).

O gene que codifica a enzima MTHFR esté localizado no cromossomo 1, regido
p36.3 e a enzima € uma flavoproteina dimérica dependente de nicotinamida adenina
dinucleotideo-fosfato reduzido (NADPH), possuindo peso molecular de 77 kilodaltons

(kDa) (Goyette et al. 1994).

Polimorfismos no gene da enzima MTHFR e interagdes ambientais

O polimorfismo C677T no gene da MTHEFR foi primeiro identificado por Frosst

et al. (1995) ao estudarem pacientes com problemas cardiovasculares prematuros. O

polimorfismo C677T é o melhor caracterizado, envolvendo a substitui¢do do tipo




transi¢cdo, onde uma citosina ¢ substituida por timina na posi¢do 677 do gene da
MTHEFR, resultando na substituigdo do residuo alanina para valina no dominio catalitico
da enzima com formagdo de uma enzima termolabil, fato que reduz a atividade
enzimatica em 70% e 35% nos individuos homozigotos (TT) e heterozigotos (CT),
respectivamente (Frosst ez al. 1995).

O gendtipo homozigoto (TT) para o polimorfismo C677T predispde ao
desenvolvimento de hiperhomocisteinemia, fenémeno que ¢ intensificado na condig¢do
de insuficiéncia de folatos (Frosst et al. 1995; van der Put et al., 1998).

Quere et al. (1998) avaliaram 100 mulheres com historia de abortos recorrentes e
encontraram a hiperhomocisteinemia em 12%. Destas, 20% apresentavam a muta¢io
C677T da MTHFR, e 15% possuiam concentragdo diminuida de folato plasmatico.
Unfried e al. (2002) também encontraram associagdo significativa entre portadores do
alelo mutante (T) para o polimorfismo C677T, elevagdo de homocisteina e abortos
recorrentes. Nelen ef al. (1997) encontraram “Odds Ratio” (OD) de 3 vezes para a
ocorréncia de aborto espontdneo em mulheres portadoras do genétipo homozigoto (TT)
mutante para o polimorfismo C677T, em relagdo ao grupo controle. Porém, em outros
estudos, ndo foi descrita associagdo entre antecedentes de abortos recorrentes e o
polimorfismo C677T (Foka et al., 2000, Pihusch ez al., 2001).

Outro polimorfismo comum no gene da enzima MTHFR é o A1298C. A
transi¢do de adenina para citosina na posi¢do 1298 do gene, causa troca do residuo de
glutamato por alanina no dominio regulatério da MTHFR. O alelo 1298C tem sido
associado a diminuigdo da atividade enzimética, embora nio seja na mesma intensidade
atribuida ao polimorfismo C677T. Porém, individuos heterozigotos (AC) e homozigotos
(CC) para o polimorfismo A1298C ndo apresentam elevagio nos niveis de homocisteina

(Weisberg et al., 1998).
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A presenga do gendtipo portador dos dois alelos em heterozigose (677CT e
1298AC) foi associada a redugdo ainda maior da atividade enzimatica da MTHFR, com
conseqiiente elevagdo dos niveis de homocisteina quando comparado a heterozigose de
cada variante independente (van der Put et al., 1998).

Varios estudos tém examinado a distribui¢@o desses dois polimorfismos, sendo
que van der Put e al. (1998) descreveram que portadores do gendtipo 677TT sempre
tém o gendtipo 1298AA e vice-versa, concluindo que os alelos 677T e 1298C estdo
sempre na configuragdo trans. Outro estudo envolvendo individuos de origem alema
também ndo detectou individuos homozigotos para ambos os polimorfismos ou
homozigoto para um e heterozigoto para o outro (Stegmann et al., 1999). Entretanto,
Weisberg et al. (1998) descreveram um individuo com o gendtipo 677TT/1298AC em
estudo realizado na populagdo do Canada, demonstrando que os dois alelos, embora
raros, podem existir em cis.

Através da determinagdo dos niveis séricos de homocisteina, tem sido
demonstrada uma interagdo genético-ambiental forte na expressdo fenotipica dos
polimorfismos no gene da enzima MTHFR (Jacques et al., 1996; Girelli et al., 1998).
As enzimas envolvidas no ciclo metabdlico da homocisteina precisam de cofatores
(vitaminas B¢ ¢ B2) e substratos (acido folico) para o funcionamento normal do ciclo,
sendo que a ingestdo deficiente de vitaminas B, B¢ e acido folico perturba o
funcionamento do ciclo da homocisteina causando elevagdo nas suas concentragdes
séricas. Em contrapartida, uma dieta rica destes nutrientes pode causar a diminuig¢do de
niveis de homocisteina (Aubard et al. 2000). Couto et al., (2006) demonstraram uma
forte interagdo ambiental e niveis de folato e homocisteina em estudo desenvolvido em

recém nascidos provenientes de hospitais publico e privado da cidade de Salvador-Ba,



evidenciando niveis diminuidos de folatos e elevados de homocisteina entre os neonatos
oriundos do hospital pablico, quando comparados aos nascidos no hospital privado.

O folato, na forma S5-metiltetrahidrofolato, é cofator na transformagao
metabolica da homocisteina em metionina, que por sua vez é metabolizado em SAM (S-
adenosilmetionina), importante na metilagdo do DNA e consequentemente no controle
da regulagdo génica. Em condi¢des de deficiéncia de folato, o SAM ¢ limitado, o que
pode levar a hipometilagdo do DNA e ativagdo e transcri¢do indevida de um proto-
oncogene com transformagdo maligna da célula (Fang et al., 1997).

Thiersch (1952) ap6s observar a indugdo de 6bito fetal pela agdo do antagonista
do dcido fdlico ou acido 4-aminopteroilglutdmico, sugeriu que os abortos poderiam ser
causados por deficiéncia de acido fdlico. Isso pode ser explicado devido ao
requerimento absoluto de folato pelo embrido, ocorrido durante a fase bem precoce da
concepgdo. O folato € adquirido pelo organismo humano exclusivamente através da
dieta alimentar (Boxmeer e al., 2006).

Defici€ncias nutricionais de acido folico em gestantes tém sido correlacionadas a
defeitos na formagéo tubo neural (Mattson & Shea, 2003). Apesar dos possiveis eventos
moleculares que justificam este processo ndo serem completamente esclarecidos, a
metilagdo deficiente de metabdlitos cruciais ao desenvolvimento do embrido e/ou
anormalidades na proliferagdo celular neural, diferenciagdo e apoptose, podem ser
decorrentes da incorporagdo errénea de nucleotideos ao DNA, que acompanha a
deficiéncia de folatos nas células em proliferagdo (Mattson & Shea, 2003). Parece
provavel que estes eventos também levem a diminuigdo da viabilidade fetal, como
demonstrado no estudo caso-contole conduzido por George et al. (2002) que
evidenciaram o aumento no risco de aborto espontidneo entre mulheres com niveis de

folato plasmaticos sub-6timos, concordando com os resultados de Nelen et al. (2000)




que encontraram associagdo entre hiperhomocisteinemia e niveis diminuidos de folato
em abortos espontaneos.

Pela sua importancia no ciclo metabolico da homocisteina, o folato tem se
mostrado eficiente na diminuigdo dos niveis de homocisteina plasmatica, inclusive nos
individuos com o gendtipo homozigoto para o polimorfismo C677T no gene da enzima
MTHFR (Jacques et al., 1996). Triagens randdomicas estdo em progresso para
determinar se essa diminui¢do nos niveis de homocisteina ¢ acompanhada de uma
melhoria nos resultados clinicos (Hague, 2003).

Deficiéncias em vitaminas do complexo B e concentragdes elevadas de
homocisteina também tém sido relacionadas a perdas fetais (Nelen ez al., 2000). O uso
efetivo dessas vitaminas é dependente de variagdes nas seqiiéncias em enzimas
envolvidas no seu metabolismo (Boxmeer ef al, 2006), uma vez que existe uma
interdependéncia entre os cofatores e enzimas envolvidos neste ciclo (Aubard et al.

2000).

1.3.3 A Enzima Cistationina Beta Sintetase

A enzima CBS (dependente de vitamina Be) catalisa a condensagdo irreversivel
de serina com homocisteina para a formagdo de cistationina, na via da transsulfurag¢o
(Girelli et at. 1998; Dutta, et al., 2005).

O gene da CBS, em humanos, consiste de 19 exons e esta localizado no
cromossomo 21, posigdo 21q22.3. O polipeptideo de 63 kDA do gene humano da CBS ¢
composto por tetrimeros idénticos ligados a um grupamento heme e um piridoxal

fosfato (Quéré et al., 1999; van der Put et al., 2001). Trés diferentes mutagdes “sem
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sentido”, assim como inser¢do, delegdo e variagdes no “splice” tém sido identificadas,
algumas delas bastante polimorficas (Dutta, et al., 2005).

Condigdes patologicas que alteram a atividade da enzima CBS, podem causar
acimulo de homocisteina, resultando também no acumulo de SAH, e conseqiientemente
na inibi¢do de diversas metiltranferases (Quéré et al., 1999).

A homocistinaria congénita tem como maior causa (80%) as deficiéncias
autossdmicas recessivas no gene da CBS. As manifestagdes clinicas mais freqiientes
desta deficiéncia incluem retardo mental, osteoporose, anormalidades esqueléticas,
palidez e queda de cabelo (Quéré et al., 1999).

O alelo variante 844ins68 é uma duplica¢do exata do intron-exon no limite do
exon 8, e foi encontrado sempre associado em cis com uma mutagdo adicional no gene
da CBS, transi¢do de timina para citosina na posi¢do 866 deste gene, que causa
substituigdo de isoleucina para treonina na proteina (Sperandeo et al, 1996).
Curiosamente, a inser¢do 844ins68 cria um sitio de “splice” alternativo que resgata a
condi¢io selvagem da seqiiéncia no gene da CBS. Ainda que esta insergéo,
aparentemente, nio cause bloqueio na atividade enzimatica, dados relacionados ao
mRNA fornecem evidéncias de que o alelo portador desta inser¢do € transcrito
ineficientemente (Tsai et al., 1996, Sperandeo ef al., 1996).

A insergdo 844ins68 no gene da enzima CBS tem sido investigada como fator de
risco para doenga trombética arterial, apesar de estudos terem sido desenvolvidos em
namero limitado de pacientes e controles, fornecendo resultados controversos (Franco et
al., 1997). Este polimorfismo também foi investigado em pacientes italianos portadores

de homocistindria (Sebastio et al., 1995).




No Brasil, Franco et al. (1998) estudando a inser¢do 844ins68 em pacientes com
trombose venosa e controles, descreveram freqiiéncias genotipicas de 19,8% e 16,8%
em heterozigose para a mutagdo em pacientes e controles, respectivamente.

A inser¢do de um fragmento de 68 pares de base (844ins68) na regido
codificante do exon 8 do gene da CBS ¢ comum entre individuos normais, com
freqiiéncias de 11,7% nos Estados Unidos; 7,5% na Italia; 18,8% na Irlanda e 16,8% na
Holanda (Tsai et al., 1996, Kluijtmans et al., 1997).

As freqiiéncias mundiais do polimorfismo 844ins68 ¢ altamente heterogénea,
sendo prevalente em africanos, europeus e norte americanos (Tsai et al, 1996,
Sperandeo et al., 1996), e raro na populagdo asiatica. Desta forma, tem sido considerado
um marcador antropogénico seguro para os dois maiores grupos humanos — Africanos e

Asiaticos (Pepe et al., 1999).

1.3.4 A Enzima Metionina Sintase

A enzima MS, que ¢ essencial na manuten¢do de concentragdes adequadas de
folato intracelular, catalisa a remetilagdo de homocisteina para metionina, que €
requerida para a produgdo de SAM e importante nas reagdes de metilagdo. Para o
funcionamento correto da enzima, ela necessita de vitamina B, como cofator (Sharp &
Little, 2004). O gene da MS esta localizado no cromossomo 1, posigdo 1q43 (Leclerc et
al., 1996).

O polimorfismo A2756G no gene da MS causa mudanga de dcido aspartico para
glicina na regido de ligagdo dessa proteina, causando diminui¢do de sua atividade (van
der Put et al, 1997). Chen et al. (2001) encontraram niveis séricos elevados de

homocisteina em individuos homozigotos para o polimorfismo A2756G, porém as
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evidéncias acerca deste polimorfismo e suas conseqiiéncias no organismo sdo ainda

limitadas.

1.4 A Hiperhomocisteinemia

Niveis elevados de homocisteina plasmatica ou hiperhomocisteinemia podem ser
decorrentes de disturbios genéticos ou nutricionais, afetando o metabolismo da
homocisteina. Diversos estudos tém demonstrado que niveis elevados de homocisteina
plasmatica sdo freqiientemente encontrados em pacientes com arterioesclerose, evento
clinico que afeta o cérebro, artérias coronarias e periféricas (Clark er al. 1991). Os
efeitos da hiperhomocisteinemia em doengas vasculares parecem ser independentes do
colesterol total, do LDL (low-density lipoprotein cholesterol) ¢ HDL (High-density
lipoprotein cholesterol), da presenga de diabetes, indice de massa corpdrea, consumo de
cigarro, idade e pressdo arterial elevada, sendo considerado um fator de risco
independente para doengas vasculares (Boushey ef al., 1995). O mecanismo pelo qual a
hiperhomocisteinemia favorece o aparecimento de doengas vasculares ainda ndo esta
totalmente elucidado. A homocisteina influencia respostas vasculares multiplas,
incluindo alteragio na coagulagdo sanguinea, na fungdo plaquetdria, nas respostas
relacionadas aos musculos lisos, tais como proliferagdo em vasos € conseqiientemente
na fungdo endotelial (Eberhadt et al., 2000). Niveis elevados de homocisteina danificam
a fungdo vasodilatadora endotelial, em parte devido a diminuigdo da atividade do oxido
nitrico (NO), prejudicando a resisténcia e a condugdo nos vasos. Esses danos podem ser
decorrentes do aumento do estresse oxidativo que contribui para a deplecdo da

bioatividade do NO (Eberhadt et al., 2000).
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1.5 Homocisteina e Gravidez

A hiperhomocisteinemia ¢ considerada um fator de risco cardiovascular
identificado ha varios anos em pacientes com quadro de hiperhomocisteinuria congénita
rara e grave (McCully, 1969). O conceito de hiperhomocisteinemia moderada e sua
associagdo como fator de risco cardiovascular é também bastante conhecido e tem
ganhado forga e aceitagdo nos ualtimos 20 anos (Wilcken & Wilcken, 1976). A
descoberta que complicagdes obstétricas podem estar ligadas a hiperhomocisteinemia ¢é
bem mais recente e muitas dividas ainda permanecem na determinagdo da contribuigdo
exata deste novo fator de risco obstétrico (Aubard et al. 2000).

A concentragdo normal de homocisteina em mulheres saudéaveis, jovens e ndo-
gravidas varia entre 5,8 e 12,8 umol/L (Vilaseca et al., 1997). Os niveis de homocisteina
diminuem no primeiro trimestre de gestagdo, alcangando valores minimos durante o
segundo semestre, e aumentando discretamente no final da gestagdo, onde alcanga
novamente os valores do primeiro trimestre (Walker ez al, 1999). Os niveis desse
aminoacido sdo geralmente diminuidos durante a gravidez, devido a resposta fisiologica
do proprio estado, com elevagdo dos niveis de estrogeno, e hemodilui¢do pelo aumento
do volume plasmatico ou aumento da demanda de metionina tanto pela mae quanto pelo
feto (Lopez-Quesada et al., 2000).

A Concentragdo de homocisteina também pode ser determinada no liquido
amnidtico e apesar dos aminoacidos e proteinas do liquido amniético serem
principalmente de origem materna, o feto também contribui para a biotransformagao de
alguns dos seus componentes (Kang et al., 1986).

Steegers-Theunissen et al. (1997) estudaram as concentragdes de metionina e

homocisteina no celoma extra-embrionario e no liquido amnidtico de fetos com 8 € 12
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semanas de gestagdo, encontrando niveis elevados de metionina e diminuidos de
homocisteina nestes dois compartimentos, quando comparados aos niveis maternos.
Este fato pode ser justificado pela necessidade de concentragdes elevadas de metionina
para um bom desenvolvimento fetal, uma vez que a metionina ¢ precursora de S-
adenosilmetionina (SAM), principal doador de grupos metil nas reagdes de
transmetilagio envolvidas na biotransformagdo de acido ribonucléico (RNA) e éacido
desoxirribonucléico (DNA), entre outros (Picciano, 2000; Steegers-Theunissen et al.;
1997). Conseqiientemente, a concentragdo de homocisteina no liquido amniotico
depende da concentragdo materna e da quantidade de homocisteina metabolizada e

excretada pelo feto (Kang et al.,1986).

1.6 Perdas Fetais

As perdas fetais recorrentes sdo geralmente definidas pela presenga de trés ou
mais perdas gestacionais consecutivas (Crosignani & Rubin, 1991; Salat-Baroux, 1998).
As perdas fetais sio consideradas um problema freqiiente de saide, sendo que um a dois
por cento das mulheres em idade reprodutiva sdo afetadas por trés ou mais abortos e
cinco por cento, por dois ou mais abortos (Regan, 1998). Esta situagdo, que envolve
tanto as mulheres quanto seu companheiro e suas familias é considerada uma das
experiéncias mais dolorosas de um casal e estd associada a morbidades psicologicas
como depressdo, ansiedade, suicidio, transtorno obsessivo-compulsivo, além de
conflitos nas relagdes conjugais e outras complicagdes (Hutti, 2005).

Diversos fatores etiologicos tém sido propostos para explicar as perdas fetais. A
ciéncia procura ha algum tempo conhecer melhor sua etiologia, buscando alternativas

terapéuticas que possam produzir melhores resultados gestacionais. Entretanto, as




causas de abortos recorrentes sdo conhecidas em somente metade dos casos, sendo que a
etiologia dos outros 50% ainda permanece inexplicavel (Porter & Scott, 2005).

A progesterona € critica no desenvolvimento uterino, implantagdo € manutengao
da gravidez (Norwitz et al., 2001; Sunder & Lenton 2000). Durante a fase progestinica,
o corpo luteo que é formado a partir da ruptura do foliculo, ¢ a principal fonte de
progesterona até a décima segunda semana apds a concepgdo; posterior a esta fase, a
produ¢do dominante deste horménio provém da placenta. Portanto, neste periodo
inicial, caso o corpo luteo seja removido cirurgicamente, ou haja bloqueio na produgdo
de progesterona, ocorrera danos na implantagdo do concepto (Mendizabal ef al., 1984).

A idade materna avangada e habitos de vida, como o uso de cigarros e outras
drogas sdo também fatores etioldgicos associados a ocorréncia de abortos. A ingestdo de
doses elevadas de cafeina ou alcool pode constituir um fator de risco adicional para os
fenomenos de perdas (Regan & Rai, 2000). Henriksen et al. (2004) recentemente
observaram evidéncias associadas ao consumo de doses elevadas de bebidas alcoolicas
durante o periodo de concepgdo e risco aumentado de perdas fetais.

Estudos de citogenética sugerem que as anormalidades ocorridas no feto podem
ser responsaveis por até metade dos casos de abortos espontineos nas gestagdes
clinicamente reconhecidas (Goddijn & Leschot, 2000). Tho er al.(1979), entretanto,
estudando 100 casais com historia de perdas, descreveram malformagdes nos abortos de
25 casais. Harger et al. (1983) demonstraram que as anomalias cromossOmicas estavam
presentes em quatro a oito por cento dos casais com antecedentes de aborto espontaneo
recorrente. As translocagdes cromossomicas balanceadas, na qual partes de
cromossomos mudam sua posi¢do no genoma, sem perda nem ganho importante de
material genético, sdo consideradas também causa importante de aborto espontaneo,

pois uma em cada 500 pessoas ¢ portador deste tipo de translocagdo e, quando um
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membro do casal carrega uma dessas alteragdes, o risco para ocorréncia de aborto
espontaneo ¢ duplicado (Kavalier, 2005).

Anomalias na anatomia do Gtero podem predispor mulheres a dificuldades
reprodutivas, inclusive quando as perdas se repetem no primeiro ou segundo trimestres
a probabilidade de ter um fator de risco ligado a anatomia uterina ¢ elevada (Propst &
Hill, 2000; Patton, 1994). Essas deficiéncias incluem a incompeténcia istmo-cervical; os
septos intra-uterinos; os miomas que fazem saliéncia para a cavidade uterina e as
sinéquias uterinas (Costa, 1994). A freqiiéncia das anomalias no ttero nos casos de
aborto espontaneo ¢ estimada entre 15% a 27% (Harger et al., 1983).

E tradicional a busca por doengas endocrinas maternas na investigagdo de
possiveis causas de abortos, apesar da freqiiéncia dessas doengas ndo ser maior em
mulheres com histérico de aborto em relagdo a populagdo geral (RCOG, 2003). A
associagdo entre auto-anticorpos e perda gestacional ja foi amplamente divulgada. A
sindrome antifosfolipide, na qual os anticorpos anticardiolipina e anticoagulante lupico
estdo presentes, esta relacionada a perdas gestacionais, e os anticorpos podem ser
detectados em 15% das mulheres com historia de perdas fetais (Harger ef al., 1983).
Mecacci et al. (2000) avaliaram a incidéncia de anticorpos anti-tireoidianos em
mulheres com abortos espontaneos recorrentes e controles sauddveis € encontraram
diferenca estatisticamente significativa, confirmando a associagdo entre auto-imunidade
da tiredide e abortos.

A presenga de infecgdes bacterianas, viroses e outros organismos como
toxoplasma e listeria no organismo materno podem interferir na gestagdo, porém esta €
uma questio controversa. Segundo o “Royal College of Obstetricians and

Gynecologists” de Londres, a triagem para infecgdes (como toxoplasma, rubcola,
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citomegalovirus, herpes, HIV e outros virus) devem ser abandonadas na investigagdo de
abortos recorrentes (RCOG, 2003).

Doengas maternas como diabetes mellitus, hipertensdo arterial sistémica e o hipo
ou hipertireodismo, embora sejam mais relacionadas como causa de o6bito fetal, podem

também levar a um quadro de aborto espontaneo (Thomas & Reid, 1987).

1.7 Homocisteina e Aborto Espontineo Recorrente

Nos ultimos anos, a elevagdo nos niveis de homocisteina tem sido associada a
vérias complicagdes durante a gestagdo, incluindo defeitos no tubo neural; retardo no
crescimento do feto intrauterino; pré-eclampsia; descolamento de placenta; morte fetal e
aborto espontaneo recorrente (de la Calle et al., 2003).

Wouters et al. (1993) foram os primeiros a descrever a associa¢do entre
hiperhomocisteinemia e abortos recorrentes. Eles notaram que 14% das pacientes que
apresentaram perdas repetidas primarias tinham niveis elevados de homocisteina e 33%
das pacientes com perdas repetidas secundarias, apds terem gestagdes normais, também
apresentavam  hiperhomocisteinemia, ~ demonstrando  uma  influéncia  da
hiperhomocisteinemia mesmo em mulheres com antecedentes de gestagdo normal.

A hiperhomocisteinemia ¢ um fator de risco para danos vasculares que atua
favorecendo a trombogénese nos vasos da placenta, artérias e veias, o qual pode reduzir
o suprimento de sangue fetal e alterar o processo normal de gestagdo. Os abortos,
principalmente nos primeiros estagios da gestagdo, podem ser explicados pelos danos
que o excesso de homocisteina pode causar nos vasos deciduais e coridnicos, levando a

implantagdo ineficiente do embrido (de la Calle et al., 2003).
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Em um estudo da histologia da placenta, foi demonstrado um niimero elevado de
vilosidades avasculares e redu¢do de densidade vascular da placenta em mulheres com
historia de abortos recorrentes, quando comparado a controles (Meegdes et al., 1988).
Nelen et al. (2000) estudando um grupo de mulheres com o mesmo problema, também
sugeriram a associa¢do direta entre hiperhomocisteinemia e defeitos na vascularizagdo
das vilosidades corionicas, encontrando redugdo nas medidas das areas, perimetros e
diametros dos elementos vasculares do corion.

Por outro lado, tem sido sugerido que a hiperhomocisteinemia materna pode
produzir efeito toxico direto ao feto, como o demonstrado experimentalmente em
embrides de ratos, tendo sido observada toxicidade especifica a estes embrides, que ao
ser produzida em estagios precoces, pode levar a ocorréncia de abortos (Aerts ef al.,
1994). A embriotoxicidade da homocisteina em niveis elevados foi confirmada em
estudos experimentais realizados em galinhas (Rosenquist et al., 1996) e ratos, inclusive
indicando que em niveis de 15 umol/L de homocisteina, 75% dos embrides de ratos
morreram e 0s que sobreviveram tiveram anormalidades no septo cardiaco
interventricular e fechamento do tubo neural (Vanaerts et al., 1994).

A S-adenosilmetionina, derivado da metionina, e S-adenosilhomocisteina,
derivado da homocisteina, componentes do ciclo da metionina, sdo substratos e
produtos das reagdes essenciais de metilagdo celular. Apos a transferéncia de um grupo
metil, o SAM ¢ convertido em SAH, um potente inibidor de reagdes de metilagdo
(Caudill et al., 2001), essencial no controle da expressdo génica (Narayanan ef al.,
2004). A toxicidade da homocisteina no desenvolvimento embrionario pode ser
resultado da elevagdo dos niveis de SAH que pode inibir reagdes cruciais de metilagdo

(DNA, RNA, proteinas, neurotransmissores, fosfolipideos e histonas) pela diminui¢@o




conseqiiente da SAM, causando danos genéticos e funcionais a célula (Vanaerts et al.
1994), podendo impedir a formagdo do blastocisto (Menezo et al., 1989).

Em porcos, a homocisteina em excesso demonstrou ter efeito teratogénico e
pode estar associada a habilidade especifica na inibicdo da conversdo do retinol para
acido retindico que atua na regulagdo da expressdo de alguns genes essenciais para o
desenvolvimento rapido do trofoblasto do concepto, como também no crescimento da
placenta (Johansson et al., 2001).

A hiperhomocisteinemia também inibe a sintese de novo de deoxitimidilato
(dTMP). Supde-se que o 5,10-methilenotetrahidrofolato, um cofator para esta reagdo, €
depletado na presenga de excesso de homocisteina devido a elevagdo na demanda de 5-
metiltetrahidrofolato, no sentido de remover o excesso de homocisteina por metilagao.
Essas condigdes induzem dano no DNA, através de incorporagdo erronea de dUMP em
lugar de dTMP na fita de DNA, desencadeando reagdes de excisdo e reparo, quebras
cromossdmicas, parada do ciclo celular e apoptose; ou seja, a homocisteina desempenha
um papel fundamental no crescimento celular e conseqiientemente no desenvolvimento
embrionario; € também possivel que a homocisteina seja responséavel pela indugdo de
algumas deficiéncias no desenvolvimento do feto previamente atribuidas a deficiéncias

em folatos e/ou vitamina B, ( Zetterberg, 2004).
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2.0BJETIVOS

Geral

Investigar polimorfismos génicos relacionados ao metabolismo da homocisteina,
folatos e vitamina Bj, em mulheres com historia de perdas fetais recorrentes,
com a finalidade de estabelecer uma provavel influéncia da presenga destes

polimorfismos e alteragdo nos niveis séricos destas moléculas nas perdas.

Para tanto, foram propostos os seguintes objetivos especificos em um grupo de

mulheres com historico de perdas fetais recorrentes:

Determinar a freqiiéncia dos polimorfismos C677T e A1298C no gene da
enzima MTHFR em um grupo de mulheres com historico de perdas recorrentes e

um grupo controle;

Investigar a presenga da mutagdo A2756G no gene da enzima MS nesses

mesmos grupos;

Investigar também o polimorfismo 844ins68 no gene da enzima CBS;

Determinar os niveis séricos de homocisteina, acido folico e vitamina B, nos

grupos;

Investigar uma possivel associagdo através da diferenga de freqiiéncias alélicas
dos polimorfismos génicos investigados e historia de perdas fetais apresentadas
pelas mulheres participantes do estudo, em comparagdo a um grupo controle

constituido por mulheres que tiveram pelo menos uma gestagao bem sucedida.




3. JUSTIFICATIVA

De acordo com o exposto, julgamos de importancia o estudo de fatores que
possam conduzir a eventos de perdas gestacionais recorrentes, como os polimorfismos
C677T e A1298C no gene da enzima MTHFR; A2756G no gene da enzima MS; a
insercdo 844ins68 no gene da enzima CBS e niveis séricos de homocisteina, vitamina
B> e acido folico.

Eventos repetidos de abortamento € uma situagdo delicada e critica que envolve
as mulheres, seu companheiro e suas familias, levando o casal a uma busca constante de
meios e tratamentos para solucionar o problema, ou muitas vezes apenas a uma
justificativa para o fato. Esta condigdo de estresse causa grande desgaste psicologico e
outros tipos de problemas, tais como depressdo, ansiedade, suicidio, transtorno
obsessivo-compulsivo, além de conflitos nas relagdes conjugais. O fato de que ainda
ndo estejam completamente esclarecidas as principais etiologias associadas as perdas
fetais em pelo menos metade dos casos encontrados (Porter & Scott, 2005), e a presenca
de evidéncias que relacionam fortemente defeitos enzimaticos e nutricionais a abortos,
consideramos importante a realizagdo do presente estudo, no sentido de investigar
possiveis associagdes de polimorfismos em genes de enzimas presentes no metabolismo
da homocisteina, vitamina B, e acido folico a alteragdo bioquimica destas moléculas a

perdas fetais na nossa populagao.




4. CASUISTICA

Foi realizado um estudo caso-controle envolvendo 89 mulheres, atendidas no
Ambulatério de Aborto Habitual, coordenado pela Dr* Olivia Licia Nunes Costa na
Maternidade Publica Climério de Oliveira, Universidade Federal da Bahia. Como
critério de inclusdo dos casos no estudo, foi definido que as mulheres deveriam
apresentar antecedentes de perdas fetais recorrentes com pelo menos duas perdas ou
mais. A idade maxima estabelecida para a inclusdo dos casos foi de 40 anos. As
mulheres eram provenientes de diversos bairros da cidade de Salvador e cidades
circunvizinhas.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Pesquisa Gongalo Moniz da Fundagdo Oswaldo Cruz (CPqGM — FIOCRUZ). As
pacientes incluidas no estudo responderam o questionario epidemioldgico e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, apds explicagdo dos objetivos e
finalidades da pesquisa. Foram excluidas do estudo todas as pacientes que nao
concordaram em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; que possuiam
idade superior a 40 anos; e que ja haviam desenvolvido uma gestagdo completa ¢ bem
sucedida. As pacientes portadoras de anticorpos antifosfolipide também foram excluidas
do estudo.

O grupo controle foi composto de 150 mulheres provenientes da Maternidade
Publica Tsylla Balbino, Salvador-BA, que tiveram ao menos uma gesta¢do bem
sucedida. Os controles foram pareados com os casos, com relagdo a classe social e

idade, situando-se dentro da faixa de idade fértil.




Também foi incluido no estudo um grupo controle constituido por 47 mulheres,
provenientes da maternidade IPERBA, pareadas por idade e que serviram para
comparagio dos niveis séricos de vitamina B, acido félico e homocisteina.

As amostras coletadas foram encaminhadas ao Laboratorio de Patologia e
Biologia Molecular (LPBM / CPqGM - FIOCRUZ) para realizagdo das analises
moleculares; as dosagens de 4cido folico e vitamina B, foram realizadas no Laboratoério
de Imunologia da Faculdade de Farmécia da UFBA e as dosagens de homocisteina no

Laboratério Alvaro em Cascavel — PR.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Coleta das Amostras de Sangue

Foram coletados cinco mL de sangue periférico em tubos contendo EDTA (4cido
etilenodiaminotetracético sodico), a vacuo, na concentragdo de 1,5 mg/ml £ 0,25, ¢
cinco mL sem aditivo para a coleta do soro, em material descartavel. As amostras de
sangue coletadas foram utilizadas para a extragdo do DNA genomico e analises

bioquimicas de folico, vitamina B> e homocisteina.

5.2 Analise Molecular

Extracido do DNA Gendmico

O DNA gendmico foi extraido de leucécitos a partir de 200l de sangue total,
utilizando-se o Kit QIAGEN® DNA Blood Mini Kit (Uniscience do Brasil), de acordo

com as instrugdes do fabricante.

Determinacio dos Polimorfismos Génicos

Os polimorfismos genéticos foram investigados pela técnica da Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se oligonucleotideos sintéticos (primers)
especificos (Quadro 1) para cada regido do gene, permitindo a amplificagdo seletiva dos

fragmentos de DNA. Para cada reagdo de PCR foram utilizados controles negativos e
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positivos, visando testar a presenca de contaminantes e confirmar a fidelidade da reacao,
respectivamente.

A reagdo de PCR foi realizada em ciclador de temperatura (GeneAmp PCR
System 2400 - Perkin Elmer) e o produto da amplificag@o foi analisado por eletroforese
em gel de agarose (SIGMA for routine use) a 1% corado com brometo de etidio
(0,002%) em tampdo TAE (Tris-acetato-EDTA) 1X pH 8,3, e visualizado sob luz
ultravioleta (UV). Para o acompanhamento visual das amostras no gel, foi utilizado o
corante azul-de-bromofenol/xilenocianol/sacarose (0,25%/0,25%/40%), na propor¢do de
1:6.

Os produtos de amplificagdo da PCR foram submetidos a digestdo com enzimas
de restricdo especificas para cada polimorfismo, utilizando a técnica de RFLP
(polimorfismo de tamanho de fragmento de restri¢do). Os produtos gerados foram
analisados em gel de agarose a 2% ou poliacrilamida a 7% e comparados a marcadores

de pares de base padrdo, para a identificagdo dos genotipos.

Quadro 01. Seqiiéncias dos oligonucleotideos sintéticos, tamanho do fragmento e enzima de

restri¢io utilizados para investigacio dos polimorfismos C677T e A1298C no gene da

enzima MTHFR; A2756G no gene da enzima Metionina Sintase e 844ins68 no gene da

Cistationina-/-sintetase

Seqiiéncia dos Oligonucleotideos Sintéticos 5’ > 3’ Mutacio Fragmento |Enzima de
(pb) Resti¢do

TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA -D C677T da MTHFR 198 Hinf'1
AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG R

CTT TGG GGA GCT GAA GGA CTA CTAC -D A1298C de MTHFR 171 Mboll
CAC TTT GTG ACC ATT CCG GTT TG -R

ATA GAA TAT CGA GGC ATG TCC AGG CG -D 844ins68 da CBS 257 Bsrl
TGG GGC CCA GGG TCA GCCAGG CTCC  -R

GAA CTA GAA GAC AGA AAT TCT CTA -D A2756G da MS 189 Haelll
CAT GGA AGA ATA TCA AGATATTAGA _R

D = direto; R = reverso




Investigacio do Polimorfismo C677T no Gene da Enzima MTHFR

A reagdo de PCR foi realizada utilizando tamp@do composto por 200 mM de Tris-
HCI; 2,5 mM de cloreto de magnésio (MgCly); solugdo de desoxirribonucleosideos
trifosfato (ANTPs) (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) na concentragdo de 200 uM; 12,5
pmoles de cada “primer” sintético e 2,5 U da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen),
para um volume final de 50 pL. Para a amplificagdo, a reagdo foi incubada em ciclador
de temperatura com etapa inicial de 94°C por 5 minutos; seguida de 35 ciclos de 94°C
por 45 segundos, 62°C por 45 segundos e 72°C por um minuto, e um ciclo final de 72°C
por 5 minutos (Adaptado de FROSST et al., 1995), obtendo-se um produto final de 198

pares de bases (pb).

Protocolo para RFLP para o Polimorfismo C677T

O DNA amplificado foi submetido a digestdo com a enzima de restri¢do Hinf'|
(New England BioLabs Inc.). A reagdo foi realizada utilizando 3 pl do tampao
comercial concentrado 10X (50 mM de NaCl, 10 mM de Tris-HCI, 10 mM de MgCl,, 1
mM de DTT); 1 U da enzima de restri¢do; 6,5 pl de agua estéril e 20 ul do produto de
PCR, seguido de incubagdo a 37°C por 8 horas. Individuos com gendtipo selvagem
(CC) apresentam o fragmento original de 198pb; o gendtipo heterozigoto (CT)
apresenta trés fragmentos de 198pb, 175pb e 23pb; o genétipo homozigoto (TT)

apresenta fragmentos de 175 e 23pb.
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Investiga¢ido do Polimorfismo A1298C no Gene da Enzima MTHFR

A reagdo de PCR para esse polimorfismo foi realizada utilizando tampéao
composto por 200 mM de Tris-HCI; 3,0 mM de cloreto de magnésio (MgCl,); solugdo
de desoxirribonucleosideos trifosfato (dNTPs) (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) na
concentragdo de 200 uM; 12,5 pmoles de cada primer sintético e 2,5 U da enzima Taq
DNA Polimerase (Invitrogen), em volume final de 50 plL. Para a amplificagdo do
fragmento, a rea¢do foi incubada em ciclador de temperatura com etapa inicial de 94°C
por 4 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 58°C por 1 minuto e
72°C por 40 segundos, e um ciclo final de 72°C por 5 minutos, obtendo-se um produto

final de 163 pares de bases (pb).

Protocolo para RFLP para o Polimorfismo A1298C

A digestdo do produto de PCR foi realizada utilizando 3 pl do tampéo comercial
concentrado 10X; 3 U da enzima de restricdo Mbo 11 (New England BioLabs Inc.); 6,7
ul de agua estéril e 20 pl do produto de PCR e incubagdo a 37°C por 8 horas. Individuos
com gendtipo selvagem (AA) apresentam fragmentos de 56 e 31pb; o gendtipo
heterozigoto (AC) apresenta fragmentos de 84pb, 56pb e 31pb; o gendtipo homozigoto

(CC) apresenta fragentos de 84 € 31pb.

38




Investigagio do Polimorfismo A2756G no Gene da Enzima MS

A reagio de PCR foi realizada utilizando tampdo composto de 200 mM de Tris-
HCI; 2,6 mM de cloreto de magnésio (MgCly); solugdo de desoxirribonucleosideos
trifosfato (ANTPs) (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) na concentragdo de 200 uM; 12,5
pmoles de cada oligonucleotideo sintético e 2,5 U da enzima Tag DNA Polimerase
(Invitrogen), no volume final de 50 pL. Para a amplificagdo do fragmento, a reagéo foi
incubada em ciclador de temperatura com etapa inicial de 95°C por 5 minutos, seguido
por 35 ciclos de 95°C por 45 segundos, 58°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos, ¢

um ciclo final de 72°C por 5 minutos, obtendo-se o produto final de 189 pb.

Protocolo para RFLP para o Polimorfismo A2756G

A digestio do produto da reagdo de PCR foi realizada utilizando-se 2 ul do
tampdo comercial concentrado 10X (100mM Tris-HCI, 500mM NaCl, 100mM MgCl; e
10mM DTT); 2 U da enzima de restrigdo Hae 111 (PROMEGA); 0,2 pul de BSA 10X; 7,6
pl de agua estéril e 10 pl do produto de PCR e incubagdo de incubagdo a 37°C por 8
horas. Individuos com gendtipo selvagem (AA) apresentam fragmento original de
189pb; o gendtipo heterozigoto (AG) apresenta fragmentos de 189pb, 159pb e 30pb; o

genotipo homozigoto (GG) apresenta fragmentos de 159 e 30pb.
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Investigacio do Polimorfismo 844ins68 no Gene da Enzima CBS

A técnica de PCR foi realizada utilizando-se tampdo composto por 200 mM de
Tris-HCI; 2,0 mM de cloreto de magnésio (MgCl,); solugdo de desoxirribonucleosideos
trifosfato (ANTPs) (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) na concentragdo de 200 uM; 12,5
pmoles de cada primer sintético e 2,5 U da enzima Taqg DNA Polimerase (Invitrogen),
no volume final de 50 pL. Para a amplificagdo do fragmento, a reagdo foi incubada em
ciclador de temperatura com etapa inicial de 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por
1 minuto, 66°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, e um ciclo final de 72°C por 10
minutos, obtendo-se um fragmento de 282 pb nos individuos com o genétipo selvagem;
dois fragmentos, sendo um de 350 pb e 282 pb nos individuos heterozigotos € um

fragmento de 350 pb nos individuos homozigotos para o polimorfismo.

5.3 Dosagem Bioquimica

Determinacio dos Niveis Séricos de Homocisteina

As dosagens de homocisteina foram realizadas pelo método de
quimioluminescéncia através do aparelho IMMULITE 2000, utilizando o kit comercial
da DPC. A amostra de soro foi pré-tratada com o S-adenosil-L-homocisteina (SAH)
hidrolase e ditriotreitol (DTT) num tubo de reagdo sem esfera. Apds 30 minutos de
incubagdo, a amostra tratada foi tranferida para um segundo tubo de reagdo contendo
uma esfera polistireno revestida com SAH e anticorpo especifico para SAH marcado
com fosfatase alcalina. Durante os 30 minutos de incubagdo, a SAH convertida na

amostra préviamente tratada compete com a SAH imobilizada pela ligagao ao anticorpo
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anti-SAH marcado com fosfatase alcalina. O conjugado enzimatico ndo ligado €
removido pela lavagem e apds centrifugagdo foi adicionado o substrato e realizado a

leitura optica.

Determinacio dos Niveis Séricos de Vitamina By,

A quantificagdo da vitamina B, foi realizada pelo método de imunoensaio por
imunoquimioluminescéncia de competigdo. As analises foram realizadas no aparelho
Access 2 Immunoassay System (Beckman Couter,CA — USA) utilizando o kit comercial
para determinagdo de vitamina Bj,, em sistema totalmente automatico com precisdo
<12% CV. A amostra de soro foi misturada a solugdo reagente contendo ditriotreitol
(DTT) e solugdo de hidroxido de sédio com cianeto de sodio; a reagdo foi incubada a
36,5° C por cinco minutos, para a formagdo de cianocobalamina. A mistura de reagdo
foi adicionado o tampdo de neutralizagdo e microparticulas recobertas com complexos
anti-fator intrinseco Mab e conjugado de fosfatase alcalina e fator intrinseco de porco,
seguida de incubagdo a 36,5° C por 20 minutos. Apos trés lavagens, o substrato foi

adicionado e incubado por 5 min, com posterior leitura quantitativa.

Determinacio dos Niveis Séricos de Folatos

A quantificagio dos niveis de folato foi realizada pelo método de imunoensaio
por imunoquimioluminescéncia de competi¢do. As analises foram realizadas no
aparelho Access 2 Immunoassay System (Beckman Couter,CA — USA) utilizando o kit
comercial para determinagdo de folatos, em sistema totalmente automatico com precisdo

<15% CV. A amostra de soro foi misturada a solugdo de ascorbato de sédio com acido

41




hidrocloridrico € o conjugado fosfatase alcalina — acido folico; seguido de incubagio a
36,5° C por 10 minutos. Apds incubagdo foi adicionada a mistura, solu¢do de K;PO4 e
proteina ligadora de folato do leite e microparticulas recobertas com complexos anti-
fator intrinseco Mab, e incubagdo a 36,5° C por 15 minutos. Apds trés lavagens, o

substrato foi adicionado e incubado por 5 min, com posterior leitura de reagdo.

5.4 Coleta dos Dados Clinicos

Os dados clinicos e demograficos das mulheres que formaram o grupo teste o
controle foram obtidos a partir de entrevista e analise dos prontudrios médicos

hospitalares.

5.5 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas em banco de dados criado no "software"
EPI-INFO versdo 6.04, utilizando os testes do qui-quadrado (x?), Kruskal-Wallis e o
teste de Fisher, este tltimo quando a amostragem foi menor que cinco. As anélises de
regressdo linear foram realizadas através do programa SPSS 9.0. O valor de p

considerado como limite de significancia estatistica foi de < 0,05 (5%), relativo a

probabilidade do erro tipo I (erro ).
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6. Resultados

O grupo de pacientes apresentou media de idade de 29,4 (+ 5,4) anos, com idade
minima de 17 anos e maxima de 40 anos. O grupo controle apresentou média de 23,1 (+
5,5) anos, variando de 13 a 38 anos.

O namero médio de perdas no grupo foi de 3,25 (£1,9), variando de 2 a 13,
sendo que 41 (47,1%) mulheres tiveram duas perdas, 25 (28,7%) tiveram trés perdas e
21 (24,2%) tiveram mais de trés perdas (Tabela 1). As mulheres do grupo controle ndo

apresentaram historia de perdas gestacionais.

Tabela 1. Namero de perdas fetais ocorridas no grupo de mulheres com historia de
perdas recorrentes.

N° de Perdas (n) %
2 41 47,1
3 25 28,7

4 8 9,2

5 3 3,4

6 3 3,4

7 2 2,3

8 3 3,4

10 1 1,1

13 1 1,1
Total 87 100

O periodo das perdas foi dividido em primeiro, segundo, terceiro trimestres de
gestagdo e misto, quando havia interse¢do entre os periodos. Vinte € nove mulheres
(33,3%) tiverem perdas que aconteceram no 1° trim. de gestagdo; 22 (25,3%) no
segundo; oito (9,2%) no terceiro e 28 (32,3%) apresentaram perdas mistas, como

demonstrado na Tabela 2.
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A idade média na qual ocorreu a primeira perda foi de 22,9 (+ 5,2) anos. A
freqiiéncia mais elevada ocorreu aos 18 anos com 10 (11,5%) mulheres tendo seu
primeiro aborto nesta idade, seguido da idade de 22 anos com 9 (10,3%) mulheres. As

idades variaram de 15 a 37 anos.

Tabela 2. Distribui¢do dos periodos de gestagdo onde ocorreram as perdas.

——————#——

Periodo (n) %
1° Trimestre 29 33,3
2° Trimestre 22 25.3
3° Trimestre 8 9,2

Misto 28 32,2
Total 87 100

-

Do total de 47 mulheres com historia de perdas, 26 (55,3%) estavam gravidas no
momento da consulta médica e entrevista.

Foi também investigado no grupo dessas mulheres a presenga de patologias
obstétricas como pré-eclampsia e incompeténcia istmo-cervical (IIC). Quatro delas
(8,5%) ja haviam apresentado pré-eclampsia alguma vez; cinco (10,6%) apresentavam
quadro de 1IC e uma (2,1%) ja havia apresentado ambos. Dessas mulheres, sete (15,2%)
eram hipertensas. No grupo controle, oito (5,3%) mulheres haviam apresentado quadro
de pré-eclampsia alguma vez.

Quanto aos habitos, no grupo de mulheres com histéria de aborto recorrente,
uma (2,1%) mulher relatou ser fumante, 20 (42,6%) delas faziam uso de alguma bebida
alcoolica, fora da gravidez e em pouca quantidade, uma vez por semana. No grupo

controle, das 150 mulheres, 19 (12,6%) relataram ser fumantes, sendo estatisticamente
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significante a comparagdo entre o grupo teste (p=0,025); 26 (17,3%) delas faziam uso

de bebidas alcoolicas durante a gravidez.
5.1 Investigagdo dos polimorfismos génicos da MTHFR, metionina sintase ¢
cistationina beta-sintetase

As Figuras de 2 a 5 apresentam géis de poliacrilamida ou agarose demonstrando

a pesquisa dos polimorfismos C677T ¢ A1298C no gene da enzima MTHFR, A2756G

na MS e 844ins68 na CBS, respectivamente.

M 0102 03 04 050607 08 09

200 pb <« 198 pb
« 175 pb
150 pb
100 pb
50 pb
«23pb

Figura 02. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% demonstrando os fragmentos obtidos
apos a digestdo do produto de PCR para o polimorfismo C677T no gene da enzima
metilenotetrahidrofolato redutase, utilizando a enzima de restrigdo Hinf . Posigdes de 01 a 03
— individuos heterozigotos (CT); posigdes de 04 a 07 — individuos com genétipo selvagem

(CC); e posigdes 08 e 09 — individuos homozigotos (TT). M = marcador de 50pb.
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Figura 03. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% demonstrando os fragmentos
obtidos apos a digestdo do produto de PCR para o polimorfismo A1298C no gene da
enzima MTHFR, utilizando a enzima de restrigdo Mbo II. Posi¢do 01 — individuo
homozigoto (CC); posigdes 03 e 06 — individuos heterozigotos (AC); posigdes 02, 04,
05, 07 — individuos com genétipo selvagem (AA). M= marcador de 25pb.
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Figura 04. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% demonstrando os fragmentos
obtidos apés a digestdo do produto de PCR para o polimorfismo A2756G no gene da
enzima metionina sintase, utilizando a enzima de restrigdo Hae IlI. Posigdes de 01 a
05 — individuos com gendtipo selvagem (AA); posigdes 06 e 07 — individuos

heterozigotos (AG); posigdo 08 — individuo homozigoto (GG). M= marcador de 25pb.
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Figura 05. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% demonstrando os fragmentos obtidos no
PCR para o polimorfismo 844ins68 no gene da enzima cistationina beta-sintetase.
Posi¢des de 01 a 02 — individuos com gendtipo selvagem; posigdes 03 e 04 — individuos

heterozigotos; posigdes 05 e 06 — individuos homozigoto. M= marcador de 100pb.

A investigagdo do polimorfismo C677T no gene da enzima MTHFR no grupo de
89 mulheres com histéria de perdas fetais recorrentes demonstrou freqiiéncia de 66,3 %
(59/89) para o gendtipo selvagem (CC); 29,2% (26/89) para o gendtipo heterozigoto
(CT) e 4,5% (4/89) para o gen6tipo homozigoto (TT), apresentando freqiiéncia do alelo
mutante de 19,1%. O grupo composto de 150 individuos controle apresentou
freqiiéncias de 31,3% (47/150) e 4% (6/150) para os gendtipos heterozigotos (CT) e
homozigotos (TT), respectivamente, e freqiiéncia alélica de 19,6%.

O polimorfismo A1298C no gene da enzima MTHFR foi investigado no grupo
das mulheres com historia de perdas, com freqiiéncias de 64% (57/89) para o gendtipo
selvagem (AA); 30,3% (27/89) para o gendtipo heterozigoto (AC) e 5,6% (5/89) para os

homozigotos (CC); com freqiiéncia alélica de 20,8%. As freqti€ncias apresentadas pelo
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grupo controle foram de 41,3% (62/150) para os heterozigotos e 5,3% (8/150) para os
homozigotos, com freqiiéncia alélica de 26%.

A analise estatistica da distribui¢do da freqiiéncia dos alelos mutantes dos
polimorfismos C677T e A1298C da MTHFR entre os grupos estudados ndao demonstrou

diferenca significante(p> 0,899 e p>0,392, respectivamente), como descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Distribui¢do das freqiiéncias alélicas dos polimorfismos C677T ¢ A1298C no
gene da enzima MTHFR entre o grupo de mulheres com histéria de perdas recorrentes e

controle.
Casos Controles
Alelos (n) % (n) % p
C677T
Mutante (T) 34 19,1 59 19,6
Selvagem (C) 144 80,9 241 80,4 NS
A1298C
Mutante (C) 37 20,8 78 26
Selvagem (A) 141 79,2 222 74 NS
Total 178 100 300 100

M

NS — Nio significativo

A investigagdo do polimorfismo A2756G no gene da enzima MS apresentou
freqiiéncia de 14,2% para o alelo mutante (G) no grupo de mulheres com historia de
perdas gestacionais; o genotipo selvagem (AA) foi encontrado em 73,9% (65/88); o
heterozigoto (AG) em 23,9% (21/88) e o homozigoto (GG) em 2,3% (2/88). O grupo
controle apresentou freqiiéncias de 33,3% (50/150) e 5,3% (8/150) para os genotipos
heterozigotos e homozigotos, respectivamente, com freqiiéncia de 21,9% para o alelo
mutante (G).

O polimorfismo 844ins68 no gene da enzima CBS foi também investigado no
grupo das mulheres com historia de abortos, apresentando 70,5% (62/88) do genotipo

selvagem; 26,1% (23/88) do gendtipo heterozigoto; 3,4% (3/88) do gendtipo

48




homozigoto, com freqiiéncia alélica de 16,4%. No grupo controle as freqiiéncias foram
de 26,6% (40/150) para os heterozigotos; 4,7% (7/150) para os homozigotos, com
freqii€ncia alélica de 18%.

A analise estatistica ndo demonstrou diferenga significativa entre as freqii€ncias
alélicas dos polimorfismos A2756G e 844ins68 entre os dois grupos estudados (Tabela
4)

Tabela 4. Distribui¢do das freqiiéncias alélicas dos polimorfismos A2756G no gene da

enzima MS e 844ins68 no gene da enzima CBS entre os grupos de mulheres com
historia de perdas recorrentes e controle.

Alelo Casos Controles
S m | % (n) % p
A2756G
Mutante (G) 25 14,2 66 21,9 NS
Normal (A) 151 85,8 110 78,1
844ins68
Mutante 29 16,4 54 18 NS
Normal 147 83,6 122 82
Total 176 100 176 100

“

NS — Nao significativo

As fregiiéncias genotipicas dos polimorfismos génicos investigados no grupo das
mulheres com historia de perdas gestacionais estdo resumidas na Tabela 5, e as

freqiiéncias para o grupo controle na Tabela 6.

Tabela 5. Distribuigdo das freqiiéncias genotipicas dos polimorfismos nos genes das
enzimas MTHFR, MS e CBS no grupo de mulheres com histéria perdas recorrentes.

Selvagem (%) Heterozigoto (%) | Homozigoto (%) Total
C677T — MTHFR 59 (66,3) /CC 26 (29,2) /CT 44,5 /TT 89
A1298C — MTHFR 57 (64) /AA 27 (30,4) /AC 5(5,6) /CC 89
A2756G — MS 65 (73,9) /AA 21 (23,9)/ AG 2 (2,3) /GG 88
844ins68 — CBS 62 (70,5) /SS 23 (26,1) /SI 3(3,4) /11 88

e

S= selvagem; I= inser¢@o
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Tabela 6. Distribui¢do das freqiiéncias genotipicas dos polimorfismos nos genes das
enzimas MTHFR, MS e CBS no grupo controle composto por mulheres com historia de
gestagdo bem sucedida.

Selvagem (%) Heterozigoto (%) | Homozigoto (%) Total
C677T — MTHFR 97 (64,7) /CC 47 (31,3) /CT 6 4)/TT 150
A1298C — MTHFR 80 (53.,4) /AA 62 (41,3) /AC 8 (5,3)/CC 150
A2756G — MS 92 (61,4)/AA 50 (33,3) /AG 8 (5,3) /GG 150
844ins68 — CBS 103 (68,7) /SS 40 (26,6) /SI 7 (4,7) /11 150

S= selvagem; I= inser¢do

A distribuigdo das freqiiéncias alélicas dos quatro polimorfismos investigados
estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Apesar de raro na literatura, o heterozigoto duplo para os polimorfismos C677T
e A1298C no gene da enzima MTHFR foi encontrado neste estudo, com freqii€ncias de
8% nas pacientes com historia de perdas fetais e de 10,3% nos controles. A distribui¢do
das freqiiéncias do gendtipo heterozigoto duplo ndo demonstrou diferenga
estatisticamente significante quando comparados os casos e controles (p> 7,11).

Os polimorfismos investigados neste estudo foram associados ao periodo de
gestagdo, em trimestre, quando ocorreram as perdas fetais. A andlise desta associag@o
para o polimorfismo C677T e A1298C no gene da enzima MTHFR e o polimorfismo
A2756G no gene da enzima MS, estdo apresentados nas Tabelas 7, 8 e 9,
respectivamente. Ndo foram encontradas diferencas significantes nas analises

estatisticas para os trés polimorfismos investigados.
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Tabela 7. Distribui¢do das freqiiéncias genotipicas do polimorfismo C677T no gene da

enzima MTHFR e periodo das perdas fetais no grupo de mulheres com histéria de
perdas recorrentes.

Genétipo do polimorfismo C677T

Periodo das perdas | Selvagem /CC | Heterozigoto/CT | Homozigoto /TT Total
(%) (o) (%)
1° Trimestre 17 (58,6) 11(37,9) 1(34) 29
2° Trimestre 15 (68,1) 522,7) 29 22
3° Trimestre 5(62,5) 3 (37,5) 0 8
Misto 20 (71,4) 7(25) 1(3,5) 28
Total 57 (65,5 26 (29,8 4 (4,6 87
x2 = 3,26
p=20,775

Tabela 8. Distribuigdo das freqiiéncias genotipicas do polimorfismo A1298C no gene da

enzima MTHFR e periodo das perdas fetais no grupo de mulheres com historia de
perdas recorrentes

e ——

Genotipo do polimorfismo A1298C

Periodo das perdas | Selvagem /AA | Heterozigoto /AC | Homozigoto /CC Total
(%) (%) ()
1° Trimestre 17(58,3) 12 (41,3) 0 29
2° Trimestre 14 (63,6) 7 (31,8) 1(4,5) 22
3° Trimestre 6 (75) 0 2(2,5) 8
Misto 19 (67,8) 7(25) 27,1 28
Total 56 (64,3 26 (29,8) 5 (5,7 87
e T —
x2=11,24
p=0,0811

Tabela 9. Distribui¢do das freqiiéncias genotipicas do polimorfismo A2756G no gene da
enzima MS e periodo das perdas fetais no grupo de mulheres com histéria de perdas
recorrentes

e

Genétipo do polimorfismo A2756G

Periodo das perdas | Selvagem /AA | Heterozigoto /AG | Homozigoto IGG Total
(%) (%) (%)
1° Trimestre 18 (64,2) 8 (28.,5) 2 (7,1 28
2° Trimestre 16 (72,7) 6 (27,2) 0 22
3° Trimestre 7 (87,5) 1(12,5) 0 8
Misto 23 (82,1) 5(17,8) 0 28
Total 64 (74,4 20 (23,2 2 (2,3 86
e ——
x2 =6,19
p = 0,402
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A analise do polimorfismo 844ins68 no gene da enzima CBS e o periodo de
gestagdo em que ocorreram as perdas fetais demonstrou diferenga significativa (Tabela
10), sugerindo a freqiiéncia mais elevada de homozigotos para este polimorfismo entre
as mulheres com histdria de perdas no terceiro trimestre de gestagao.

Tabela 10. Distribui¢do das freqiiéncias genotipicas do polimorfismo 844ins68 no gene
da enzima CBS e periodo das perdas fetais no grupo de mulheres com historia de perdas

recorrentes.
Genotipo do polimorfismo 844ins68
Periodo das perdas Selvagem Heterozigoto Homozigoto Total
(%) (%) (%)
1° Trimestre 22 (78,5) 6(21,4) 0 28
2° Trimestre 16 (72,2) 6 (27,2) 0 22
3° Trimestre 5(62,5) 1(12,5) 2 (25) 8
Misto 19 (67,8) 8 (28.,5) 13,5 28
Total 62 (72 21 (24,5 33,5 86
¥2= 13,53
p=0,0353

Quando avaliamos os individuos portadores do genétipo heterozigoto duplo para

os polimorfismos C677T e A1298C no gene da enzima MTHFR e o periodo de

gestagdo, onde ocorreram os abortos, ndo foi encontrada associagdo estatistica (Tabela

.

Tabela 11. Distribuigdo dos periodos das perdas fetais e a ocorréncia de heterozigose
dupla dos alelos 677CT / 1298AC no gene da enzima MTHFR no grupo de mulheres
com histdria de perdas recorrentes.

Dupla Heterozigose (CT/AC)
Periodo das perdas Sim Niao Total
(%) (%)

1° Trimestre 4(14,2) 24 (85,7) 28

2° Trimestre 1 (4,5 21 (95,5) 22

3° Trimestre 0 8 (100) 8

Misto 2(7,2) 26 (92,8) 26

Total 7 (8,2 79 (91,8 86
x2 =2,54
p=0,467
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A dosagem bioquimica para a homocisteina foi realizada em 47 mulheres com

histéria de perdas fetais e 47 controles. Os valores de referéncia para a homocisteina €

de 4 a 10 pmol\L; >3 ng/mL para folatos e 223 a 1132 pg/mL para a vitamina By».

Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 12 e 13, respectivamente, ndo

tendo sido encontrada diferen¢a entre os niveis de homocisteina e a presenga dos

polimorfismos investigados nos dois grupos.

Tabela 12. Niveis séricos de homocisteina (umol/L), no grupo de mulheres com historia

de perdas fetais, e a distribuig@o entre os diversos polimorfismos génicos investigados.

#

Genotipos
Polimorfismos Selvagem Heterozigoto Homozigoto p
MTHFR
C677T (35/46) 4,85 + 1,53 (9/46) 4,80 + 2,53 (2/46) 4,65 £ 0,91 0,9695*

A1298C (27/46) 4,77 + 1,15 (15/46) 5,22 + 2,04 (4/46) 3,80 £ 0,76 0,235%*
MS

A2756G (37/46) 4,85+ 1,6 (8/46) 4,55 + 0,99 (1/46) 6,20 0,455*
CBS

844ins68 (39/46) 491 + 1,55 (7/46) 4,35+ 1,15 - 0,443*

* Kruskal-Wallis

** Anova

Tabela 13. Niveis séricos de homocisteina (umol/L), no grupo controle constituido por

mulheres sem historia de perdas fetais, e a distribuigdo entre os diversos polimorfismos

génicos investigados.

ﬁ

Genétipos
Polimorfismos Selvagem Heterozigoto Homozigoto p
MTHFR
C677T (29/47) 6,25 £ 2,38 (17/47) 5,76 £ 2,15 (1/747)11,2 0,227*

A1298C (31/47) 6,14 £2,36 (14/47) 6,36 + 2,6 (2/47) 5,60 + 2,26 0,898*
MS

A2756G (32/47) 6,24 £ 2,48 (14/47) 6,25 £2,21 (1/47) 3,7 0,350*
CBS

844ins68 (29/47) 6,01 + 2,24 (16/47) 6,36 + 2,39 (2/47) 7,21 £ 5,65 0,8671*

-

* Kruskal-Wallis
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Os niveis séricos de vitamina By, e folatos foram investigados no grupo de
mulheres com histéria de perdas fetais. A andlise dos niveis destes nutrientes entre os
diversos genétipos encontrados entre os polimorfismos investigados ndo demonstrou

diferengas estatisticamente significativas (Tabela 14).

Tabela 14. Distribuig¢do dos niveis séricos de vitamina B, e folatos entre os diferentes
gendtipos encontrados nos polimorfismos génicos das enzimas investigadas no grupo de

mulheres com histdria de perdas fetais.

Niveis Séricos
Polimorfismos | Vitamina B12 (pg/mL) Folato (ng/mL)
C677T
Selvagem (35/46) 520,65 + 279,74 (35/46) 9,84 + 3,42
Heterozigoto (9/46) 467,88 + 351,61 (9/46) 8,52 + 2,47
Homozigoto (2/46) 436,50 = 294,86 (2/46) 15,18 £ 6,8
p=0,672* p=0,052**
A1298C
Selvagem (27/46) 557,70 + 314,57 (27/46) 10,06 + 3,70
Heterozigoto (16/46) 458,87 + 244,41 (16/46) 9,32 + 3,49
Homozigoto (3/46) 302,33 + 181,47 (3/46) 10,27 + 3,09
p=0,288* p=0,789*
A2756G
Selvagem (36/46) 511,35 + 298,53 (36/46) 9,79 + 3,34
Heterozigoto (9/46) 433,11+ 210,58 (9/46) 10,47+ 4,29
Homozigoto (1/46) 999,9 (1/46) 4,89
p=0,30* p=0,218*
844ins68
Selvagem (38/46) 503,20 + 297,86 (38/46) 9,79 + 3,67
Heterozigoto (8/46) 523,12 + 262,30 (8/46) 9,92 + 3,06
Homozigoto - -
p=0,673* p= 0,093 **

* Kruskal-Wallis

**Anova
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A analise de regressdo linear dos niveis séricos de folato e homocisteina mostrou
uma correlagdo negativa entre esses nutrientes, p=0,036 (Figura 2). A regressdo linear
nido foi estatisticamente significante quando comparados os niveis vitamina B, e

homocisteina, p=0,584 (Figura 3).

HOMOC

Observed

2 ¢ Linear

FOLATO

Figura 2. Andlise de regressdo linear dos niveis séricos de folato e homocisteina nos

grupos de estudo e controle (p=0,036).
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Figura 3. Analise de regressdo linear dos niveis séricos de vitamina Bi> e homocisteina

nos grupos de estudo e controle (p=0,584).
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7. DISCUSSAO

A investigag¢do de fatores de risco para a ocorréncia de perdas fetais recorrentes
¢ de grande valor para a melhor compreensdo acerca deste problema, uma vez que né@o
ha comprovagdo cientifica da etiologia em 50% dos casos. Este estudo foi realizado no
sentido de avaliar uma possivel influéncia dos polimorfismos em genes responsaveis
pela sintese de enzimas envolvidas no metabolismo da homocisteina, vitamina Biz e
acido folico e antecedentes de perdas fetais recorrentes.

O grupo de pacientes com histéria de perdas fetais foi composto de mulheres
com no minimo duas ocorréncias de interrupgdo espontidnea em vdrias fases da
gestagdo. Essas mulheres apesar de terem um acompanhamento médico constante e
realizarem exames especificos, elas ndo conseguiram sucesso na gravidez, até o
momento. Ndo foram excluidas as mulheres com outros fatores de risco ja conhecidos,
como hipertensdo, incompeténcia istmo-cervical, pré-eclampsia; esta escolha foi
realizada para evitar possiveis tendéncias nos resultados. Porém, todas as pacientes
foram pesquisadas quanto a existéncia de anticorpos antifosfolipides, com auséncia
desta patologia em todas. Nao foram incluidos como perdas fetais, gravidez ectopica ou
molar.

A definigdo classica de perdas fetais recorrentes pela literatura € a histéria de
trés ou mais perdas gestacionais (Salat-Baroux, 1998). No nosso estudo, optamos pela
selegdo de mulheres com no minimo duas perdas em qualquer periodo de gestagdo.
Seguimos este critério no sentido de aumentar a confiabilidade do estudo com um maior
nimero de participantes e podermos investigar a influéncia dos polimorfismos em todo
o periodo da gestagdo. Outros trabalhos também adotaram o minimo de dois abortos

espontaneos como critério de inclusdo (Nelen et al., 1997; Nelen et al., 2000).
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O grupo controle foi composto por 150 mulheres que tiveram pelo menos uma
gestacdo bem sucedida e que ndo possuiam historico de perdas fetais. Os grupos de
pacientes e controles foram pareados quanto a classe social, os individuos de ambos
foram provenientes de hospitais publicos, e dentro de uma mesma faixa etaria em idade
fértil. A média de idade do grupo das pacientes e controles foi de 29,4 ¢ 23,1 anos,
respectivamente. Essas medidas de adequagdo dos grupos sdo importantes pois
minimizam as interferéncias ambientais, uma vez que neste estudo, existe um foco
nutricional que pode estar fortemente ligado a razdes sociais; além de minimizar
resultados alterados devido a idade das pacientes, ja que a idade ¢ um fator importante
na fertilidade das mulheres.

O polimorfismo C677T no gene da enzima MTHFR predispde ao
desenvolvimento de hiperhomocisteinemia e foi primeiramente relacionado com
problemas cardiovasculares prematuros (Frosst er al, 1995). Alguns trabalhos tém
demonstrado associagdo deste polimorfismo a histéria de abortos recorrentes,
mostrando inclusive um risco de trés vezes para a ocorréncia de aborto em portadoras
deste polimorfismo quando comparada a um grupo controle (Nelen et al., 1997; Unfried
et al., 2002; Kim et al., 2006; Mtiraoui et al., 2006). Neste estudo, ndo encontramos
diferenca estatisticamente significante para a freqiiéncia alélica do polimorfismo C677T
entre as pacientes e os controles, sendo que estes resultados concordam com Foka et al.
(2000) e Pihusch et al. (2001). As freqiiéncias da mutagdo C677T descritas para o grupo
de mulheres com histdria de perdas fetais, neste estudo, foram de 66,3% para o gendtipo
selvagem; 29,2% para os heterozigotos e 4,5% para os homozigotos, sendo que estas
freqiiéncias diferem de trabalhos como o de Nelen et al. (1997) que encontraram 43% e
16% dos gendtipos heterozigotos e homozigotos, respectivamente, em um grupo de 185

mulheres com historia de perdas fetais provenientes da Holanda. Unfried ez al. (2002)
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encontraram 34,6% de heterozigotos € 17,3% de homozigotos em 133 mulheres na
Austria. Vale ressaltar que a diferenga entre a presenga do alelo T e genotipo
homozigoto mutante encontrado no presente trabalho, em relagdo aos estudos citados,
pode estd relacionado a variagdo mundial deste polimorfismo nas diferentes populagdes
em grupos raciais, uma vez que este polimorfismo ¢ mais freqiiente em caucasdides e
diminuida em populagdes afro-descendentes (Fletcher & Kessling, 1998). A populagdo
de Salvador — BA tem um componente genético negroide dominante, principalmente
nas classes sociais menos favorecidas, o que pode explicar a freqiiéncia diminuida deste
polimorfismo na populagdo e a ndo associagdo com a patogénese das perdas fetais.
Couto et al. (2004) em estudo que investigou a freqiiéncia do polimorfismo C677T em
843 recém-nascidos da cidade de Salvador, o que corresponde a uma amostra
populacional, descreveram a freqiiéncia alélica de 23,4% para o alelo T, sendo 36,2%
dos individuos heterozigotos e 5,3% homozigotos, ratificando a freqiiéncia diminuida
deste polimorfismo em relagdo a populagdes caucasoides.

O outro polimorfismo no gene da MTHFR investigada foi a A1298C. Este
polimorfismo €é responsavel pela troca de um residuo de glutamato para alanina no
dominio regulatério da enzima e esta relacionada a diminuigdo da atividade enzimatica,
porém, isoladamente, ndo parece elevar os niveis de homocisteina (Weisberg et al.,
1998). Mtiraoui et al. (2006) encontraram associa¢do entre o polimorfismo A1298C e
perdas fetais recorrentes, independente dos niveis de homocisteina. O nosso estudo ndo
demonstrou tal associagdo, ndo encontrando significancia estatistica para a freqiiéncia
deste polimorfismo entre as pacientes e controles. Nosso estudo estd de acordo com
Hohlagschwandtner et al. (2003), que também ndo encontraram associagdo entre aborto

e o alelo A1298C. Por ndo estar associado a elevagdo significante de homocisteina
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plasmatica, o alelo A1298C por si s6 pode ndo estar relacionado a patogénese dos
abortos, apesar de Mtiraoui et al. (2006) terem descrito a associagdo.

A ocorréncia de heterozigose dupla para os alelos C677T e A1298C, produzindo
o gendtipo 677CT / 1298AC no gene da enzima MTHFR, estd relacionada com a
elevagdo nos niveis de homocisteina plasmatica em comparagdo com cada alelo
independente em heterozigose (van der Put ef al., 1998). As freqiiéncias de 8% nas
pacientes com historia de perdas fetais e de 10,3% nos controles, descritas neste estudo,
ndo mostraram diferengas estatisticamente significantes quando realizada a comparagao
entre os casos e controles. Apesar de terem encontrado associagdo entre o polimorfismo
A1298C da MTHFR em seu estudo, Mtiraoui et al. (2006) ndo demonstraram
associagdo da presencga de heterozigose dupla e aborto recorrente. Os dados da literatura
referentes a esta associag@o sdo bastante escassos.

A maioria dos trabalhos na literatura tenta mostrar as conseqiiéncias da
hiperhomocisteinemia nos problemas relacionados a gravidez, nos quais, as perdas
recorrentes estdo incluidas. A pesquisa para os polimorfismos no gene da enzima
MTHFR ¢é bem conhecido e freqiiente quando o assunto ¢ metabolismo da
homocisteina, porém outros polimorfismos presentes em genes responsdveis pela
sintese de outras enzimas envolvidas no metabolismo sdo bem menos freqiientes em
trabalhos relacionados a este tema. E o caso do polimorfismo A2756G no gene da
enzima MS e 844ins68 no gene da enzima CBS. A pesquisa de deficiéncias em outras
enzimas do ciclo, tais como a MS e CBS, € inteiramente justificada pelo fato de que o
quadro de hiperhomocisteinemia pode ser originado também pela deficiéncia destas
enzimas, podendo estar envolvidas como causa de abortos. Uma vez que esta associa¢ado
esta sendo aceita cada vez mais na literatura cientifica, a falta de informagdes sobre

estes polimorfismos e sua associagdo como fatores de risco para a causa dos abortos
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recorrentes, faz com que este estudo seja relevante para o entendimento mais detalhado
deste problema em nossa populagdo.

Nossa investigagdo para o polimorfismo A2756G ndo demonstrou associagdo
significativa entre as freqiiéncias alélicas descritas para o grupo de pacientes e 0 grupo
controle. As pacientes apresentaram freqiiéncias de 23,9% para heterozigose € 2,3%
para homozigose. Em trabalho recente ndo relacionado a perdas fetais, Gemmati et al.
(2004) descreveram freqiiéncias de 34,6% e 3,9% para os genotipos heterozigoto e
homozigoto, respectivamente, em 257 individuos saudaveis da populagdo italiana; no
japdo foram encontradas freqiiéncias de 26,5% para heterozigotos € 5,3% para
homozigotos entre 132 individuos saudaveis (Ishikawa et al., 2006).

Oitenta por cento das causas de homocisteintria congénita (80%) sdo causadas
por deficiéncias autossdmicas recessivas no gene da CBS. As manifestagdes clinicas
mais freqiientes desta deficiéncia incluem retardo mental, osteoporose, anormalidades
esqueléticas, palidez e queda de cabelo (Quéré er al., 1999). Pesquisamos o
polimorfismo 844ins68 no gene desta enzima como um possivel fator de risco genético
para as perdas fetais, no entanto ndo houve diferen¢a nas freqiiéncias génicas entre
casos e controle. Foram encontradas freqiiéncias de 26,1% e 3,4% para a heterozigose €
homozigose, respectivamente, nas pacientes; e 26,6% e 4,7% para heterozigose ¢
homozigose, respectivamente, nos controles, para este polimorfismo.

Franco et al. (1997), em Sdo Paulo — Brasil, encontraram 16,8% de
heterozigotos e 3% de homozigoto para o polimorfismo 844ins68 no gene da enzima
CBS, considerando esta freqiiéncia elevada. As freqiiéncias alélicas na nossa populagéo
foram ainda maiores, confirmando o componente genético negroide, uma vez que este
polimorfismo foi considerado por Pepe et al. (1999) um marcador antropogénico seguro

para os dois maiores grupos humanos — Africanos e Asiaticos, sendo mais prevalente

60




em africanos, onde alcanga freqiiéncia de 66,6% em heterozigose; e raro em asiaticos,
ndo sendo encontrado no Japdo, China e Indonésia (Pepe et al., 1999). A inser¢do
844ins68 foi investigada como fator de risco para trombose arterial, com resultados
controversos (Tsai et al., 1996; Franco et al. 1997; Kluijtmans et al., 1997); estudos
relacionando perdas fetais com a insergdo 844ins68 sdo raros na literatura, uma vez que
estudos deste tipo ndo foram encontrados em nossa pesquisa bibliogréfica.

A estratificagdo dos periodos de gravidez, nos quais ocorreram as perdas, nos
permitiu observar uma possivel associagdo entre a freqiiéncia dos polimorfismos em
cada trimestre de gravidez. Neste estudo, encontramos uma diferenga significante na
distribuigdo dos genotipos para a inser¢do 844ins68 no gene da enzima CBS, sendo que
o encontro deste polimorfismo em homozigose ocorreu com mais freqii€ncia quando as
perdas aconteceram no terceiro trimestre de gestagdo (p= 0,035), ndo sendo encontrado
no primeiro nem o segundo trimestre. Devido a escassez de trabalhos na literatura
acerca desta inser¢do em associagdo com perdas fetais recorrentes, ndo existem dados
que possam estar em acordo ou desacordo com o encontrado. Porém, a influéncia da
insercdo 844ins68 que pode estar causando uma inviabilidade fetal e conseqiiente obito
nos momentos finais da gestagdo, pode estar de acordo como o trabalho de Lindblad ez
al. (2005), que demonstraram uma associagdo significativa entre distirbios no
metabolismo da homocisteina, como a diminui¢do dos niveis de folato na circulagdo
materno-fetal, com retardo no crescimento fetal intrauterino, no terceiro trimestre de
gestagdo. Investigagdes a esse respeito devem ser conduzidas a fim de esclarecer estas
questoes.

As andlises dos polimorfismos C677T e A1298C no gene da enzima MTHFR e
A2756G no gene da MS ndo demonstraram associagdo com os periodos gestacionais,

onde ocorreram as perdas.
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Em nosso estudo, foi estatisticamente significativa a maior freqiiéncia de
mulheres que relataram ser fumantes no grupo controle em relagdo as mulheres com
perdas fetais. Estas mulheres com historia de abortos recorrentes sdo determinadas a
terem uma gestagdo a termo, o que implica em maiores cuidados com a saide,
justificando a menor proporg¢do de fumantes neste grupo.

Tendo em vista a gama enorme de fatores de riscos que podem estar envolvidos
em historia de abortos, ¢ esperada a dificuldade em estudos de associagdo de fatores de
riscos desconhecidos e sua relagdio com a ocorréncia deste problema. Apesar das
inimeras causas ja estabelecidas, caracterizando um problema multifatorial; cinqiienta
por cento dos abortos ndo tém causa definida, o que leva a um desgaste do médico e da
paciente na tentativa de solucionar do caso.

A patogénese das perdas gestacionais recorrentes é complexa, visto que existe
um envolvimento de diversos fatores genéticos e ambientais. Distirbios no ciclo da
homocisteina também podem ser causados pelo envolvimento de fatores genéticos e
ambientais. Os niveis séricos deste aminoacido irdo depender da atividade enzimatica
das enzimas MTHFR, MS e CBS, bem como da disponibilidade de tetrahidrofolato
fornecido pelo metabolismo do &cido fdlico, além da importincia dos cofatores
enzimaticos, vitamina B, e vitamina B, na funcionalidade do ciclo metabolico (Aubard
et al. 2000). Essas interagdes levam a uma expressdo fenotipica diferenciada dos
polimorfismos genéticos nos genes das enzimas responsdveis pelo ciclo da
homocisteina, podendo influenciar de forma diferenciada na ocorréncia dos abortos.

Nos ultimos anos, tem ganhado forga a idéia de que a hiperhomocisteinemia esta
associada a complicagdes na gravidez, incluindo episodios de aborto esponténeo, (de la
Calle et al., 2003). No entanto, nio existe um consenso quanto ao modo de agdo da

homocisteina em excesso e sua interferéncia nas perdas fetais. E sabido dos danos
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vasculares causados por este aminoacido quando em excesso no organismo, tanto que a
hiperhomocisteinemia foi primeiro relacionada a problemas cardiovasculares. A
gestagdo em si depende de um conjunto vascular intrincado e voltado para o suprimento
fetal, com troca de substincias e gases, sendo que o feto depende integralmente destas
trocas, e qualquer que seja o dano nesse sistema, afetara radicalmente a viabilidade da
gestagdo. Estudos tém mostrado que danos nos vasos da placenta, causados pelo
excesso de homocisteina, podem causar uma implantagdo ineficiente do embrido e estar
associado a abortos, principalmente nos primeiros estagios da gestagdo (Nelen et al.,
2000; de la Calle et al., 2003). Os danos vasculares causados pela hiperhomocisteinemia
também podem ser mediados pela inativagdo do 6xido nitrico, um potente vasodilatador
(Lindblad et al., 2005).

Por outro lado, o excesso de homocisteina materna também € citado como tendo
um possivel efeito toxico direto ao feto, como demonstram alguns trabalhos
experimentais (Aerts ef al., 1994; Rosenquist ef al., 1996), resultando em anormalidades
e morte dos embrides. Essas anormalidades podem estar relacionadas a importancia do
metabolismo da homocisteina na sintese de nucleotideos e metilagdo de compostos
organicos. Uma vez que a elevagdo patologica dos niveis de homocisteina causa
diminui¢do dos niveis de S-adenosilmetionina com conseqiiente alteragdo no padrdo de
metilagdo no organismo, podemos imaginar as conseqiiéncias disto para um embrido em
processo de crescimento, onde genes s3o ativamente transcritos e outros bloqueados,
expressando-se em outra fase do desenvolvimento, em processos minuciosamente
coordenados pelo padrio de metilagdo, sendo que alteragdes nesta fase podem ter
conseqiiéncias catastroficas para o embrido. Além disso, outro fator patologico nos
distrbios do metabolismo da homocisteina pode ser a inibigdo da sintese de timina, um

processo que utiliza o folato (5,10-metilenotetrahidrofolato) como cofator para esta
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reagdo, que € depletado na presenga de excesso de homocisteina devido a elevagdo na
demanda de 5-metiltetrahidrofolato (Zetterberg, 2004). Este processo pode induzir uma
incorporagdo de uracil, ao invés de timina, no DNA, o que pode causar danos genéticos
como quebras cromossdmicas, reagdes de excisdo e reparo, e alteragdes no ciclo celular,
conduzindo a ocorréncia de apoptose ¢ comprometendo o desenvolvimento celular do
embrido.

Os niveis séricos de homocisteina no grupo teste e controle deste estudo ndo
diferiram entre si quanto a presenga dos polimorfismos investigados, inclusive quanto
ao polimorfismo C677T no gene da MTHFR que esté relacionado com a elevagdo nos
niveis de homocisteina em portadores do genotipo homozigoto (TT). As mulheres com
historia de aborto recorrente investigadas no presente estudo ndo apresentaram
deficiéncia de vitamina B, e folato, com médias acima dos valores de referéncia, sendo
>3 ng/mL para folatos € 223 a 1132 pg/mL para a vitamina Bj;. Os niveis de
homocisteina sdo dependentes da disponibilidade de vitamina B, e folato. Tem sido
proposto que a regido alterada da enzima MTHFR pela mutagdo C677T € responsavel
pela ligagdo do folato, e que na presenga deste substrato, a enzima pode ser estabilizada
(Unfried et al., 2002). O fato da ndo deficiéncia vitaminica nas pacientes do estudo,
pode ter influenciado nos niveis de homocisteina, sem diferenga significativa entre os
portadores e ndo portadores das mutagdes.

A analise de regressdo linear mostrou correlag@o significante negativa entre os
niveis séricos de folato e homocisteina, sugerindo que quanto mais elevados os niveis
séricos de folato, menores serdo os niveis de homocisteina. Este fato indica a
dependéncia do folato na manutengdo dos niveis séricos de homocisteina. O estudo

realizado por Couto et al. (2006) também mostrou uma correlagdo negativa entre niveis
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séricos de folato e homocisteina na populagdo de Salvador-BA, confirmando nossos
resultados.

Este trabalho teve o objetivo de investigar uma possivel relagdo entre fatores
envolvidos no metabolismo da homocisteina, vitamina Bj; e folato e perdas fetais
recorrentes. Em nosso estudo, ndo houve diferencga significativa na freqiiéncia dos
polimorfismos investigados e niveis séricos de homocisteina, vitamina B, e folato entre
mulheres com historia de perdas e as do grupo controle. Deve-se levar em considera¢do
o fato de que as diferengas culturais, sociais e nutricionais presentes em diferentes
populagdes podem interferir em doengas cuja contribui¢do pode ser também nutricional.
Isso explica o fato de alguns estudos demonstrarem associagdo entre os polimorfismos
que levam a hiperhomocisteinemia e perdas fetais recorrentes, e outros falharem em
demonstrar tal associagdo. Entretanto, dentro do grupo de pacientes, foi encontrado uma
freqiiéncia elevada para a homozigose do polimorfismo 844ins68 em perdas ocorridas
no terceiro trimestre de gestagdo. Estudos adicionais sdo necessarios para a confirmagao
deste evento.

Torna-se importante a busca do conhecimento a respeito dos abortos recorrentes,
uma vez que este problema pode afetar seriamente a saide fisica e psicoldgica de
mulheres que ndo conseguem levar uma gravidez a termo. Quanto maiores os
esclarecimentos acerca deste problema, maior a possibilidade destas mulheres

realizarem-se através da maternidade.
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8. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, chegamos as seguintes

conclusdes:

> Os polimorfismos C677T e A1298C no gene da enzima MTHFR ndo foram

associados a perdas fetais recorrentes no grupo de mulheres investigado;

> O polimorfismo A2756G no gene da enzima MS ndo apresentou associagdo a

perdas fetais recorrentes no grupo de mulheres investigado;

» O polimorfismo 844ins68 no gene da enzima CBS ndo apresentou associagdo a
perdas fetais recorrentes no grupo de mulheres investigado. Entretanto, foi
encontrada associagdo (p= 0,035) do polimorfismo quando avaliado no grupo de
mulheres com perdas fetais ocorridas no terceiro trimestre de gestagdo. Desta
forma, estudos adicionais devem ser desenvolvidos, visando a confirmagéo deste

achado;

» Os niveis séricos de homocisteina, vitamina B, e folatos ndo foram associados

aos polimorfismos no grupo de mulheres investigado;

» Os niveis séricos de homocisteina sdo dependentes dos niveis de folato.
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10. ANEXOS

79




QUESTIONARIO

Identificacido

Numero: Data:

Nome: Nascimento:  / /
Tel: Idade:

End:

Cor:  Negra [ Parda [J Amarela [ Outras
Profissdo:

Perdas

Numero de perdas: Periodo gestacional das perdas
Idade quando aconteceu a 1* perda Sugere algum motivo?
Habitos

Fumante? Quantos cigarros / dia?
Consome bebida alcodlica? Com que freqiiéncia?

Faz atividade fisica? Qual? Com que freqiiéncia?
Medicamentos

Faz uso de medicamentos?

Faz uso de suplementagdo vitaminica?

Alimentacio
Quantas refeicoes diarias? 100 20 30 40 50O 60O

Qual o tipo de alimentagdo mais consumida?

Costuma comer Gordura? Com que freqiiéncia?
Todos os dias [ 1 a2x/Sem [ 3adx/sem [ 5a6x/sem [
Costuma comer salada? Com que freqiéncia?
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Todos os dias [] 1 a2x/Sem [ 3a4x/sem [ 5a6x/sem [
Vegetais mais consumidos:
Todos os dias 1 a2x/sem 3adx/sem 5a6x/sem
Alface O O O O
Acelga | O O |
Agrido O O ] O]
Brocolis O O O O
Couve 0O O O O
Hortela O O O O
Espinafre ] O Ol O]
Repolho O ] U (]
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , concordo em

(nome ou responsavel legal)

participar como voluntario do estudo denominado “Polimorfismos Génicos da
MTHFR, Cistationina Beta-Sintetase ¢ Metionina Sintase: Associacio a Perdas
Fetais Recorrentes e Niveis Séricos de Vitamina B,, Folatos e Homocisteina”, sob a
coordenagdo da Dra. Marilda de Souza Gongalves. Tenho conhecimento de que este
estudo ¢ importante, uma vez que podera apontar informagdes sobre uma possivel
associagdo entre os polimorfismos investigados e perdas fetais. As implicagdes relativas
a minha participagdo voluntaria, incluindo a natureza, duragdo e objetivo do estudo, os

métodos e meios através dos quais o estudo deve ser conduzido foram explicados por

(nome do investigador)

No (a)

(nome da Institui¢do)
Entendo também que eu tenho permissdo para a qualquer momento revogar 0 meu
consentimento e me retirar do estudo sem sofrer nenhuma punig¢@o ou perda de direitos.
Entretanto, poderei ser solicitado a realizar exames, caso o médico que me assiste,

julgue-os necessarios para minha saiide € bem estar.

Assinatura do responsavel

Data / / Numero de identidade

Endereco

Eu presenciei a explicagdo acima descrita, confirmando a oportunidade concedida de
formular perguntas e testemunho a assinatura neste documento.

Assinatura da testemunha(l)

Nome da testemunha (1)

Assinatura da testemunha(2)
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Nome da testemunha (2)

Assinatura do investigador
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Explicacido do Termo de Consentimento

Titulo do estudo

“Polimorfismos Génicos da MTHFR, Cistationina Beta-Sintetase e Metionina
Sintase: Associacdo a Perdas Fetais Recorrentes e Niveis Séricos de Vitamina By,

Folatos e Homocisteina”

Pesquisador Responsavel

Dra. Marilda de Souza Gongalves

e Professora Adjunto FAR - UFBA;

e Pesquisador Associado - Centro de Pesquisa Gongalo Moniz — (CPqGM/
FIOCRUZ-BA);

e Pesquisador Nivel II-B - CNPq.

Informagodes Sobre a Pesquisa

Este estudo propde investigar a prevaléncia de mutagdo em genes que sdo responsaveis
pelo metabolismo da Homocisteina, correlacionando-as aos niveis plasmaticos de acido
folico e vitaminas B6 e B12 em mulheres com histéria de abortos espontineos
recorrentes atendidas na Maternidade Climério de Oliveira na cidade de Salvador-BA.
O estudo ¢ importante para esta populagdo visto que a presenga destes polimorfismos
tém sido correlacionados como fator de risco para perdas fetais recorrentes. O
estabelecimento das principais etiologias dos abortos permitira as pacientes realizar o
acompanhamento médico/nutricional adequado minimizando possiveis problemas no

desenvolvimento da gravidez.

Duragio do Projeto de Pesquisa

O tempo previsto para a realizagdo desta pesquisa sera de aproximadamente dois anos.
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Riscos, danos e desconfortos

O sangue sera coletados através da utilizagdo de materiais novos, estéreis e descartaveis,
proporcionando ao voluntario conforto e seguranga maiores. As amostras para analises
moleculares e bioquimicas serdo retiradas das mesmas amostras coletadas para o

diagnostico e acompanhamento do paciente, sem a realizagdo de coletas extras.

Beneficios

Este trabalho trara como beneficios para os participantes a determinagdo de
polimorfismos envolvidos no metabolismo da homocisteina e dos niveis plasmaticos de
acido folico, vitaminas B6 ¢ B12 e homocisteina em mulheres com historia de abortos
espontineos recorrentes. A analise da associagdo destes polimorfismos e marcadores
bioquimicos com abortos recorrentes poderd indicar possiveis etiologias para estas
perdas fetais, as quais poderdo ser tratadas no sentido de favorecer uma gestagdo bem
sucedida. Os resultados serdo fornecidos aos participantes pelo hospital em forma de

exames adicionais.

Compromisso com a confidencialidade da identidade do voluntario
Os registros de sua participagdo neste estudo serdo mantidos confidencialmente, sendo

do conhecimento somente do médico e dos participantes do projeto.

Novos achados significativos
Qualquer informagdo importante que surgir durante a sua participagdo no estudo, ¢ que
possa contribuir para a elucidagdo que possa associar fatores de riscos as perdas fetais,

sera imediatamente comunicada ao seu médico.

Pessoas e locais a serem contactadas para a obten¢io de maiores informagdes
sobre o estudo

Dra. Marilda de Souza Gongalves — Coordenadora do projeto — Laboratorio de
Patologia e Biologia Molecular do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz — FIOCRUZ
356-8783 r-226 ou r-265

Obs: Caso vocé nio tenha entendido alguma parte deste documento/explicacéo,

pergunte ao investigador antes de assinar.
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Atesto o recebimento da cépia deste acordo, constituido pelos termos de explicagdo e de

consentimento livre e esclarecido.

Assinatura do paciente

Data / /

Assinatura da testemunha(1)

Data / /

Nome da testemunha (1)

Assinatura da testemunha(2)

Data / /

Nome da testemunha (2)
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