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RESUMO

SILVA, T.A. Avaliacio da taxa de metilacio do DNA de leucdcitos na regiio promotora
dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin em mulheres com diferentes idades gestacionais e
sua relacao com o metabolismo das vitaminas e metabdlitos. 2010. Dissertacdo - Mestrado
- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A metilagdo do DNA ¢ uma alteragdo epigenética que atua na regulacao da expressao génica.
A deficiéncia de vitaminas (cobalamina, Bg e folato) pode interferir na taxa de metilagdo. O
efeito da deficiéncia destas vitaminas foi determinado em estudos com cultura de células e em
animais. No entanto, sdo raros os estudos realizados com seres humanos. Os objetivos deste
trabalho foram: avaliar a taxa de metilacdo do DNA de leucocitos na regido promotora dos
genes Interferon gama (IFNy), Serpin B5 e Stratifin; verificar se existe associacdo entre as
concentragdes das vitaminas ¢ dos metabolitos com a taxa de metilagdo do DNA dos 3 genes;
e analisar quais sdo os fatores de predicdo para a taxa de metilagdo do DNA (variavel
dependente) considerando como variaveis independentes os valores séricos das vitaminas e
metabolitos, em mulheres com idades gestacionais de 16, 28 e 36 semanas. Cento e oitenta e
trés mulheres foram convidadas a participar desse estudo, porém apenas 96 completaram o
estudo prospectivo. Foram determinadas as concentragdes séricas da cobalamina (Cbl), folato,
vitamina Bg, S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteina (SAH), acido
metilmaldnico (MMA), homocisteina total (tHcy) e folato eritrocitario. A taxa de metilacio
nos 3 genes foi determinada por qMSP (Quantitative Methylation Specific - Polimerase Chain
Reaction). Varias mulheres estavam fazendo uso de suplementacdo com 4acido folico e/ou
polivitaminicos. Diante deste fato foram formados 4 subgrupos: Grupo 1 (constituido por
mulheres que ndo usaram suplementacgdo), Grupo 2 (mulheres que usaram suplementagdo em
todas as idades gestacionais estudadas - 16, 28 e 36 semanas), Grupo 3 (mulheres que usaram
suplementagdo no inicio da gestacdo até a 16* semana) e Grupo 4 (mulheres que usaram
suplementagdao na 16* e 28* semana gestacional). Nao houve diferenca entre as taxas de
metilagdo do DNA dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin durante o periodo gestacional
estudado. As taxas de metilagdo no gene /FFNy do grupo 1 foram maiores, quando comparadas
as taxas dos demais grupos. Em modelos de regressao linear multipla, considerando o periodo
gestacional como um todo, apenas a vitamina Bg € a tHcy foram diretamente associadas aos
valores da taxa de metilagdo do gene /FNy. No entanto, a vitamina Be foi inversamente
associada, enquanto que tHcy esteve diretamente associada aos valores da taxa de metilagdo
do gene Stratifin. A taxa de metilagdo ndo sofre alteragdes durante a gestacdo; a vitamina Bg e
a tHcy foram os fatores de predigdo para as taxas de metilagdo do DNA na regido promotora
dos genes IFNy e Stratifin.

Palavras-chave: Gestacdo. Folato. Cobalamina. Metilagdo do DNA na regido promotora.
IFNy. Serpin B5. Stratifin.



ABSTRACT

SILVA, T.A. Assessment of leukocyte DNA methylation index in the promoter region of
IFNy, Serpin B5 and Stratifin genes in women with different gestational ages and their
relationship to the metabolism of vitamins and metabolites. 2010. Dissertation - Master
Degree - College of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Sao Paulo, 2010.

DNA methylation is an epigenetic modification that regulates gene expression. Cobalamin,
vitamin B and folate deficiencies can impair the DNA methylation index. Studies involving
cultured cells and animals have evaluated the effect of vitamin deficiencies in DNA
methylation. However, few studies were conducted in humans. The goals of this study were:
to evaluate the leukocyte DNA methylation index in the promoter region of interferon gamma
(IFNy), Serpin B5 and Stratifin genes; to assess the association between vitamins and
metabolites concentrations and DNA methylation index in three genes; and to examine the
predictive factors for DNA methylation index using as independent variables: serum folate,
serum cobalamin, serum vitamin B6, erythrocyte folate, methylmalonic acid (MMA), total
homocysteine (tHcy) in three gestational ages (16", 28" and 36™ weeks). A hundred eighty
three women were included, but only 96 completed the prospective study. The serum
concentrations of cobalamin, folate, vitamin Bg, S-adenosylmethionine (SAM), S-
adenosylhomocysteine (SAH), MMA, tHcy were determined. The erythrocyte folate
concentration was also evaluated. The DNA methylation index was determined in three genes
by gqMSP (Quantitative Methylation Specific - Polymerase Chain Reaction). Several women
were taking folic acid supplementation and/or multivitamins. Four groups were formed
according to supplementation use: Group 1 (women who take no supplementation), Group 2
(women who took supplements at 16", 28" and 36™ weeks of pregnancy), Group 3 (women
who took supplements in early pregnancy and up to 16 weeks) and Group 4 (women who took
supplements in the 16™ and 28"™ week of pregnancy). There was no difference between the
DNA methylation index in the /FNy, Serpin B5 and Stratifin genes during the gestational
periods studied. The DNA methylation index in the /FNy gene in group 1 was higher than
those indexes from other groups. In multiple linear regression models considering the
gestational periods as a whole, only vitamin Bg and tHcy were directly associated to DNA
methylation index in /FNy gene. However, vitamin Bg was inversely associated, whereas tHey
was directly associated with values of DNA methylation in Stratifin. The DNA methylation
index does not change during pregnancy, vitamin Bg and tHcy were the predictors of DNA
methylation in the promoter region of /FNy and Stratifin genes.

Keywords: Pregnancy. Folate. Cobalamin. DNA methylation in the promoter region. /FNy.
Serpin BS5. Stratifin.
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1. INTRODUCAO

A vitamina Bj; ¢ uma cobalamina que pertence a uma classe de vitaminas
constituidas por um nucleo corrina (4 anéis pirrélicos) e um atomo central de cobalto (Co’ ).
O Co" " se une a corrina para formar a cobalamina (Cbl). Nesta estrutura, o Co’ ' possui 6
valéncias, sendo ligadas covalentemente aos anéis pirrdlicos; 1 ligada ao 5,6-
dimetilbenzoimidazol; e outra, ao radical que origina diversos derivados ativos da Cbl.
Existem véarias formas de Cbl, tais como metilcobalamina (principal forma circulante no
plasma), adenosilcobalamina (forma de estoque no figado), cianocobalamina e
hidroxicobalamina (CORRONS, 1988).

A Cbl desempenha papel importante na fisiologia humana, atuando como coenzima
na remetilacdo da homocisteina a metionina ¢ na conversao do metilmalonil-CoA a succinil-
CoA (Figura 1). A Cbl juntamente com o acido folico esta envolvida na biossintese de purinas
e pirimidinas (SAVAGE et al., 1994; ZINGG e JONES, 1997).

A deficiéncia de Cbl foi associada a diversos estados patoldgicos, tais como
anomalias neuroldgicas (perdas de memoria, desorientagdo, alteragdes motoras), defeitos do
fechamento do tubo neural e anemia megaloblastica (McMULLIN et al., 2001; MOLLOY et
al., 2009).

O 4cido folico (vitamina Bo) ¢ outra vitamina do complexo B, constituido pela unido
do anel pteridina ao acido p-aminobenzoico e pela ligacdo a uma ou mais moléculas de acido
glutamico (CORRONS, 1988). O 4cido félico desempenha importante fungao no organismo
através da doacdo de grupos metil nas reagdes de sintese do DNA (manutencdo da
estabilidade, integridade e reparo), na metilacdo e na conservacdo do pool/ de nucleotideos
(KIM, 2000; RAMPERSAUD, 2000; CLARKE e BANFIELD, 2001).

A caréncia do 4cido folico durante o periodo gestacional foi relacionada a ocorréncia
de aborto espontaneo, a pré-eclampsia e ao deslocamento prematuro da placenta, além de
malformagdes fetais, tais como: ladbio leporino, fenda palatina, defeitos no tubo neural
(KIRKE et al., 1998; RAY e LASKIN, 1999), e também ao maior risco de Sindrome de
Down (JAMES et al., 1999; GRILLO et al., 2002). A deficiéncia de acido félico também foi
observada em pacientes portadores de neoplasias (CRAVO et al., 1994; CRAVO et al., 1998;
PIYATHILAKE et al., 2000; KIM, 2001; HSIUNG et al., 2007), assim como em portadores
da Doenga de Alzheimer (CLARKE et al., 1998; FUSO et al, 2005; RAVAGLIA et al.,
2005).
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O 4cido folico pode se apresentar em diversas formas no organismo, como:
tetrahidrofolato (THF), 5-metiltetrahidrofolato (5-metil-THF), 5,10-metilenotetrahidrofolato
(5,10-metileno-THF). A forma de 5-metil-THF estd envolvida na via de remetilacdo da
homocisteina a metionina, que, na presenca de metilcobalamina ¢ da enzima metionina
sintase, converte-se a THF e continua a via metabdlica para a sintese de DNA (Figura 1). A
metionina, por sua vez, reage com o trifosfato de adenosina (ATP), resultando em S-
adenosilmetionina (SAM), que ¢ uma doadora de grupos metil nas reagdes de metilagao. Ao
doar um grupo metil, a SAM ¢ convertida em S-adenosilhomocisteina (SAH) através da
enzima DNA-metiltransferase, e a SAH, por sua vez, ¢ hidrolisada a homocisteina (SELHUB
e MILLER, 1992; NAFEE et al., 2007).

Outra via metabodlica da homocisteina ¢ a de transulfuracdo (Figura 1). Nesta via, a
homocisteina ¢ convertida em cistationina, em presenca da vitamina Bg, da serina e da enzima
cistationina-f3 sintase. A cistationina ¢ hidrolisada para formar cisteina e a-cetobutirato, na
presenga de vitamina Bg (FINKELSTEIN, 1998). A reacdo de a-cetobutirato a propionil-CoA
tem importante papel na obtencao de energia (ATP) usada no Ciclo de Krebs e na sintese de
porfirinas (LLOYD-WRIGHT et al, 2003). A propionil-CoA pode também ser formada
através da degradacdo de aminoacidos ou pela via de oxidacdo dos 4cidos graxos
(LEHNINGER et al.,, 1993). Em uma reagdo reversivel, a propionil-CoA ¢ convertida a D-
metilmalonil-CoA, que, na presenga de adenosilcobalamina e da enzima L-metilmalonil-Co
mutase, ¢ convertida em L-metilmalonil-CoA, e este, por sua vez, ¢ transformado em succinil-
CoA (HERRMANN et al., 2000).

Na deficiéncia de Cbl, pode haver acuimulo de homocisteina, comprometendo a
reacdo de L-metilmalonil-CoA a succinil-CoA, levando a formagdo do acido metilmaldnico
(MMA), devido ao acimulo de D-metilmalonil-CoA na mitocondria (KLEE, 2000). As duas
vias metabolicas da homocisteina sao reguladas pelas concentragdes de SAM, ou seja, na
inibi¢do da atividade da enzima MTHFR (na via de remetilagdo) e na ativagdo da enzima

cistationa [ sintase (na via de transulfura¢do) (SELHUB, 1999).
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Figura 1 - Via metabdlica do folato e da cobalamina envolvendo a sintese e metilacio do DNA. Adaptado de
HERRMANN e colaboradores (2000) e KIM (2004). MetilCbl: Metilcobalamina; AdenosilCbl:
Adenosilcobalamina; Bg: vitamina Bg; SAM: S-adenosilmetionina; SAH: S-adenosilhomocisteina; THEF:
tetrahidrofolato; 5-metil-THF: 5-metiltetrahidrofolato; 5,10-metileno-THF: 5,10-metilenotetrahidrofolato;
MTHFR: metilenotetrahidrofolato redutase; DHFR: dihidrofolato redutase; MMA: acido metilmalonico; CHj;:
grupo metil; CpG: sequéncia de dinucleotideo citosina-guanina; SO, : Ton de sulfato

Foi descrito que as concentracoes de SAM dependem das concentragdes de
metionina e Cbl disponiveis na dieta (SELHUB, 1999). Também foi observado que
concentragdes reduzidas de metionina e de Cbl, por conta de uma dieta pobre destes
nutrientes, podem levar a uma reducdo nas concentracdes de SAM e na taxa de metilagao do
DNA, além de inibir a atividade da enzima cistationa [ sintase (HOFFER, 2004). Por outro
lado, na deficiéncia de metionina, também ocorre uma indu¢do do aumento da atividade
enzimatica da MTHFR, que por sua vez, participa da reacdo de remetilacdo da homocisteina
em metionina (BAILEY e GREGORY, 1999).

Viérios critérios foram propostos para caracterizar as deficiéncias de Cbl e folato no
organismo (GUERRA-SHINOHARA et al., 2007). A concentragdo sérica de Cbl ndo ¢ um
bom marcador para caracterizar a deficiéncia desta vitamina nos tecidos, pois, ainda que o

individuo tenha concentracao dentro do limite inferior da normalidade, pode ser que a Cbl nao
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seja transportada para dentro da célula (CHANARIN e METZ, 1997). Desse modo, a
utilizacdo dos marcadores MMA e homocisteina total (tHcy) sdo considerados essenciais para
definir a deficiéncia desta vitamina. A deficiéncia de Cbl ¢ definida quando a sua
concentragdo ¢ inferior a 350 pg/mL, a concentragdo de MMA ¢ superior a 271 nmol/L e
também superior ao valor de 2-metilcitrico. Ja a deficiéncia de 4cido folico ¢ definida quando
a sua concentragdo sérica ¢ menor que 5 ng/mL, a concentracdo de tHcy é superior a 13,9
umol/L e a concentragdo de MMA ¢ menor ou igual a 271 nmol/L (ALLEN et al., 1993a).

A enzima MTHFR ¢ responsavel pela redugdo do 5,10-metileno-THF a 5-metil-THF,
e ¢ inibida quando ha elevadas concentragdes de SAM (JACQUES et al., 1996; KIM, 2004).
Alteragdes no gene da enzima MTHFR foram associadas a elevadas concentragdes
plasmaticas de tHcy. Viarias mutagdes foram descritas no gene da MTHFR, como o
polimorfismo MTHFR C677T, descrito por Frosst e colaboradores em 1995, que consiste na
troca de uma citosina por uma timina no nucleotideo 677 (levando a formag¢do de uma enzima
termolébil), acarretando assim, a substituicdo da alanina por uma valina na posi¢ao 226
(4226V) da enzima MTHFR (LIEVERS et al., 2003). Este polimorfismo foi associado a
reducao da atividade da enzima MTHFR, levando a diminui¢ao da concentracao de 5-metil-
THF (forma circulante do folato) e consequentemente ao aumento da concentragdo plasmatica
de tHcy (KANG et al,1988; KIM, 2000). Foi descrito também que o portador do genotipo
677TT apresenta altas concentracdo de tHcy, o que foi associado ao maior risco de
desenvolver trombose (FROST et al.,1995; ARRUDA et al.,1997), defeitos de fechamento do
tubo neural, fenda palatina e labio leporino (VAN DER PUT et al., 1998; CUNHA et al.,
2002). O efeito do polimorfismo MTHFR C677T ¢é potencializado quando os individuos ou
pacientes sdo submetidos a dietas pobres em acido folico, sendo que esta mutagdo leva a
producao de uma enzima capaz de diminuir a liberacao de folato para a circulagdo (DE BREE

et al., 2003).

1.1. Metilacio do DNA

O atual desenvolvimento tecnoldgico possibilitou o seqiienciamento de varios
genomas. Entretanto, apenas o conhecimento da sequéncia de DNA ndo basta para responder
as varias questdes existentes. Entre os fatores que dificultam o esclarecimento de tais
questoes, esta a epigenética, que se refere a heranca de informagdes baseadas no padrao da
expressao génica, diferentemente da genética, na qual ha a transmissao de informagdes com

base em sequéncias de genes (JONES e LAIRD, 1999; JONES e BAYLIN, 2002).
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As alteragdes epigenéticas sdo herdaveis e reversiveis, afetando a conformagio
espacial do DNA e sua atividade transcricional, garantindo, desta forma, a manutencdo da
estabilidade e integridade do DNA, levando a alteracdes na estrutura da cromatina. Tal
processo leva a alteragdo do fenotipo sem alteracao na sequéncias de bases do DNA, podendo
gerar diversificadas formas de expressdo, resultando em diferentes fendtipos (SMIRAGLIA et
al., 2003; ALHO, 2004). As alteracdes epigenéticas ocorrem durante o desenvolvimento do
organismo, sendo reproduzidas durante a replicacdo do DNA (WOJDACZ e HANSEN,
2006).

Existem varios mecanismos epigenéticos conhecidos e, entre eles, estdo a metilagao
do DNA (adi¢do de grupos metil - CH3), as mudangas na conforma¢do da cromatina, as
modificagdes de histonas e as alteragdes pos-traducionais que podem influenciar na expressao
génica. As modificagdes de histonas podem ocorrer por processos de metilagao e acetilagdo
(adigdo de grupo COCH3) (GASSER et al., 1998; GOLDBERG et al., 2007).

A metilagdo do DNA ¢ um mecanismo epigenético no qual ha adi¢cdo covalente de
um radical metil (CH3) em regides especificas do genoma dos organismos logo apos a
replicacio do DNA (BESTOR, 2000; DAHL e GULDBERG, 2003; ALHO, 2004). A
incorporacdo de grupo CHj3 ocorre no carbono 5 das bases nitrogenadas citosinas (C)
localizadas na posi¢do 5’ das guaninas (G), gerando a S5-metilcitosina (HOLLIDAY e
GRIGG, 1993), como se pode observar na figura 2.

A metilacdo do DNA ¢ catalisada por um grupo de enzimas denominadas DNA
metiltransferases (DNMTs) que estabelecem e mantém o padrdo de metilagao
(ROBERTSON, 2005). Estas podem ser classificadas em: DNMT1, que realiza a manutengao
da metilagdo durante o processo de replicagdo celular; DNMT2 (fungdo in vivo
desconhecida); e DNMT3 (tipos a e b), responsavel pela metilacdo propriamente dita
(mecanismo denominado como de novo metilagdo) dos genes (BESTOR, 2000; PIERI et al.,
2004). Modelos animais com nocaute dos genes das DNMTs 1 e 3, realcam a importancia da
metilagdo no desenvolvimento embrionario, ja que estes modelos obtiveram graves
anormalidades de desenvolvimento (DEAN et al., 2005). A hipometilagdo do DNA na
carcinogénese também foi relacionada com a diminui¢do da atividade da enzima DNMT em

modelos animais (GAUDET et al., 2003).
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Figura 2 — Ilustracdo da incorporacdo do grupo CHj; no carbono 5 das
citosinas (C) gerando a 5-metilcitosina, sendo este processo catalisado pelas
enzimas DNA metiltransferases (DNMTs). Adaptado de RODENHISER e
MANN (2006)

As regides promotoras de determinados genes sdo relativamente ricas em citosina e
guanina, sendo, assim, regides denominadas ilhas CpG. Quando ndo metilada, os fatores de
transcri¢do t€m livre acesso aos seus sitios de ligacdo na regido promotora, ocorrendo assim a
transcricao do gene. A figura 3 esquematiza a regido promotora do gene, as ilhas CpG e os

fatores de transcricao.
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Figura 3 — Esquema mostrando a regido promotora do gene e suas ilhas CpG (A). Regido promotora
do gene com os fatores de transcrigdo ligados ao mesmo (B). Adaptado de CORREIA, 2010.

A metilagao das ilhas CpG das regides promotoras esta relacionada com a regulagdo
da expressdo génica por impedir a ligagdo de elementos fundamentais ou fatores de

transcri¢do na cadeia de DNA. Portanto, a metilacdo do DNA impede a transcricdo do gene e
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caracteriza-se como um mecanismo regulatorio da expressdo génica, como se pode observar
na figura 4 (JONES e LAIRD, 1999; ROBERTSON e WOLFFE, 2000; JONES ¢ BAYLIN,
2002; KIM, 2004; WOJDACZ e HANSEN, 2006).

A interferéncia na ligagdo dos fatores de transcricdo aos seus sitios de
reconhecimento na regido promotora e a ligacdo de repressores especificos de transcri¢do ao
DNA metilado como, por exemplo, as MBP (Methyl binding proteins) e as proteinas da
familia MBD (proteinas ligadoras de dominio metil), impedem a ligagdo de fatores
transcricionais (JONES et al., 1998; NAN et al., 1998; BAYLIN et al., 2001). As MBDsl1
provocam a deacetilacdo (remog¢do do grupo acetila — COCH3) de histonas e, por isso,
remodelam a cromatina e impedem a transcricio génica (BIRD e WOLFFE, 1999;
RODENHISER e MANN, 2006). A figura 4 também esquematiza a regiao promotora do gene
e as ilhas CpG em uma situacao metilada do DNA, com o impedimento da ligacdo dos fatores

de transcri¢do e com a consequente inativacao do gene.
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Figura 4 — Esquema mostrando a regido promotora do gene e suas ilhas CpG (A). A metilagdo
do DNA impede a transcrigdo do gene (B). Regido promotora do gene com os repressores
especificos ligados ao mesmo (C) impedindo a ligacdo de fatores transcricionais. Adaptado de
CORREIA, 2010.

O mecanismo epigenético também ¢ responsavel pelo imprinting genémico, pela
inativagdo de um dos cromossomos X das mulheres e pelo silenciamento de transposons
(seqiiéncias de DNA que podem se mover para diferentes posigdes dentro do genoma da

célula) (GASSER et al., 1998; COSTELLO e PLASS, 2001).
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O imprinting gendmico ¢ o processo no qual ocorre inativacao de alelos especificos
em relacdo a heranga paterna, sendo inibida a expressdo de determinado alelo por metilagao
(JONES e TAKAI 2001; PAULSEN e FERGUSON-SMITH, 2001). Este mecanismo gera
diferentes fenotipos, dependendo da origem do alelo autossomico e pode ser causado por
diversificados graus de metilagio do DNA (ALHO, 2004). Esse evento envolve véarios
mecanismos de silenciamento de genes, sendo que algumas anormalidades genéticas
relacionadas com o imprinting gendmico ocorrem nas Sindromes de Prader-Willi, de
Beckwith-Wiedemann, de Russel Silver e de Angelman (PAULSEN e FERGUSON-SMITH,
2001; PIERI et al., 2004).

Paralelamente as alteragdes nas sequéncias de genes regulatorios e codificadores, as
alteragdes no perfil de metilagdo do DNA também estdo associadas a varias patologias, como
doencas auto-imunes, Sindrome de Rett, anomalias faciais, imunodeficiéncias, neoplasias e
cancer (ROBERTSON, 2005; SANTOS et al., 2005). No cancer, as alteragdes epigenéticas
podem desempenhar importante papel, através da hipometilagdo de genes do ciclo celular,
levando ao aumento de replicagdo, ou mesmo através da hipermetilacdo de genes supressores
de tumores (inibi¢cdo ou silenciamento génico) (ESTELLER et al., 2001; DEAN et al., 2005).
A hipometilagdo do DNA estd presente em eventos como a carcinogénese colo-retal
(FEARON e VOGELSTEIN, 1990), estando associada a instabilidade gendmica
(LENGAUER et al., 1997) ¢ ao aumento de mutagoes (CHEN et al., 1998).

Existe também a possibilidade de ativacdo ou mesmo a contribui¢do para a expressao
de oncogenes, pois a hipometilacdo das regides promotoras de alguns genes estd relacionada
ao aumento da expressdo do gene alvo (MUIZNIEKS e DOERFLER, 1994) e as taxas
metilagdo global do DNA (KANEDA et al., 2004). Gaudet e colaboradores (2003) induziram
a hipometilagdo do DNA em ratos através da enzima DNMT1, nos quais foi observado o
desenvolvimento de linfomas de células T. Alguns autores sugerem que a hipometilagao
contribui para a carcinogénese por promover a instabilidade genomica (EDEN et al., 2003;
GAUDET et al, 2003) levando a formagdo de estruturas cromossOmicas anormais
(EHRLICH, 2002a; EHRLICH, 2002b).

O perfil de metilagdo do DNA ¢ célula-especifico, sendo determinado durante o
desenvolvimento embrionario dos organismos. Alteragdes no perfil da metilagdo t€ém sido
encontradas em todas as formas de cancer, em transtornos de desenvolvimento e no
envelhecimento celular. Varios métodos foram desenvolvidos para determinar a taxa de

metilacado do DNA, alguns fornecem informacgdes sobre o perfil de metilacdo do DNA, desde
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a metilacdo de genes especificos até o contetido de metilacdo de todo o genoma, ou seja, a
metilagdo global.

Os métodos mais utilizados para a avaliacdo da metilagdo global do DNA sao
aqueles que quantificam o conteudo de 5-metilcitosina através de hidrolise enzimatica seguida
por reacdo de extensdo com citosina marcada com tricio (BALAGHI e WAGNER 1993;
POGRIBNY et al., 1999). Outros métodos submetem a amostra, apds a hidrélise enzimatica,
a separagao das bases do DNA, com o uso de capilares eletroforéticos e espectrometria de
massa (ZAMBONI e PALMISANO, 1999; FRAGA et al., 2002).

O método de extensdo com a citosina marcada com tricio (deoxicitidina trifosfato
marcada com tricio [’H]dCTP) descrito por Pogribny e colaboradores (1999), foi utilizado por
nosso grupo de pesquisa para analisar a metilacdo global do DNA nas amostras do presente
estudo (KUBOTA, 2008). Esta técnica utiliza a enzima de restricdo Hpall, que reconhece
apenas sequéncias 5°...CCGG...3’ ndo metiladas; posteriormente, ¢ realizada uma reacdo de
extensdo utilizando [’H]dCTP. Como a enzima Hpall ndo reconhece o sitio de restricdo
CCGG contendo citosinas metiladas, a incorporacdo do radioisétopo ¢ inversamente
proporcional a taxa de metilagdo global do DNA. Este método verifica de modo indireto a
taxa de metilagdo global do DNA, estabelecendo que quanto maior a taxa de incorporacdo da
[*H]dCTP na amostra de DNA, menor seré a taxa de metilagio global do DNA desta amostra.
Este método ¢ simples, porém, possui como desvantagem o uso de materiais radioativos.

Nas técnicas para determinacao da taxa de metilagao global do DNA, geralmente,
usa-se o0 DNA bruto, sem passar por nenhuma preparagdo da amostra, enquanto, para as
analises do perfil de metilagio do DNA em regides especificas, além da digestdo enzimatica,
necessita-se primeiramente da amplificacdo da sequéncia a ser analisada por rea¢do em cadeia
da polimerase (PCR). Ja em outras metodologias, inicialmente se faz o tratamento do DNA
com bissulfito de sodio, para converter as citosinas nao metiladas em uracilas (WOJDACZ e
HANSEN, 2006).

Para a determinacdo da metilagdo de sitios especificos como as ilhas CpG, que sdo
regides ricas em CG, tem-se usado a técnica MSP-PCR (Methylation-specific PCR), que ¢
bastante simples e sensivel para a deteccdo da metilagdo nestas regides. Nesta técnica,
utilizam-se dois pares de primers: um para a situacdo metilada e outro para a ndo metilada,
com DNA tratado com bissulfito de s6dio. Apos a PCR, os produtos sdo analisados através de
eletroforese em gel de agarose, sendo o gel corado com brometo de etideo. Além de observar
as situa¢des metilada ¢ nao metilada, deve-se analisar a conversao da citosina em uracila e,

geralmente, apenas um sitio CG ¢ confidvel para as andlises. Esta metodologia apresenta
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vantagens ao facilitar a deteccdo de baixos numeros de alelos metilados, requerer pouca
quantidade de DNA, eliminar os resultados falso-positivos (surgidos com outras técnicas que
levam a uma incompleta digestdo de enzimas sensiveis a metilacao), além de ser um método
rapido e eficaz (HERMAN et al., 1996).

O método qMSP (Quantitative Methylation Specific - Polimerase Chain Reaction ou
MethyLight) analisa o perfil de metilagdo do DNA em regides especificas do gene, e foi
descrito por Eads e colaboradores (2000). Neste método, o DNA tratado com bissulfito de
sodio ¢ amplificado por PCR em tempo real na presenca de uma sonda fluorescente
juntamente com primers especificos para a regido metilada. Este método possui varias
vantagens, sendo simples, quantitativo, sensivel, com pouco tempo de manuseio e ainda com
minimos riscos de contaminagdo da PCR, pois ndo ha necessidade de transferir os produtos da

reacao.

1.2. Papel do acido folico na metilacio do DNA

O papel das baixas concentragdes de folato na taxa de metilagdo do DNA foi
determinado em modelos animais (BALAGHI ¢ WAGNER, 1993; KIM et al., 1997); em
cultura de células (DUTHIE et al., 2000; FUSO et al., 2005) e poucos estudos avaliaram este
efeito em seres humanos saudaveis (JACOB et al, 1998; FENECH er al, 1998;
RAMPERSAUD et al., 2000; SHELNUTT et al., 2004; AXUME et al., 2007a; AXUME et
al., 2007b).

1.2.1. Papel do acido folico na metilacio do DNA em modelos animais

Baixas concentragoes de acido folico na dieta foram relacionadas com hipometilagado
do DNA e com a carcinogénese em modelos animais (BALAGHI e WAGNER, 1993; KIM et
al., 1997). O efeito da baixa concentragao de acido folico na dieta e sua relagdo com a taxa de
metilacdo do DNA em modelos animais ¢ controverso. Ratos submetidos por 4 semanas a
uma dieta pobre em acido folico apresentaram diminui¢do de 20% na metilacdo do DNA em
figado (BALAGHI & WAGNER, 1993); entretanto, submetidos a tal dieta por 6 semanas
apresentaram aumento de 60% na taxa de metilagdo global (KIM et al., 1997).
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1.2.2. Papel do acido folico na metilacio do DNA em culturas de células

Alguns estudos foram realizados com cultura de células (DUTHIE et al., 2000;
FUSO et al., 2005). No estudo de Duthie e colaboradores (2000) foi observado que as células
submetidas a meios contendo baixas concentracdes de acido folico (<1 ng/mL) apresentaram
hipometilacio do DNA gendmico quando comparadas com as células submetidas as
concentragdes adequadas desta vitamina (4 ng/mL).

No estudo de Fuso e colaboradores (2005) foi verificada a associagdo entre a
deficiéncia de folato em culturas de células humanas de neuroblastoma, com a taxa de
metilagdo do DNA, a concentragdo de SAM e de tHcy e a relacdo com a doenca de
Alzheimer. Para isto, foi preparado um meio de cultura pobre em acido félico (1,32 pg/mL) e
em vitamina By, (1,36 pg/mL), deste modo, foi observado a diminui¢ao da concentracao de
SAM, acumulo de tHcy, inibi¢do das enzimas metiltransferases e diminuicdo dos doadores de

grupos metil que por sua vez, induziu a hipometilagio do DNA.

1.2.3. Papel do acido folico na metilacido do DNA em seres humanos saudaveis

Os estudos realizados com seres humanos sauddveis submetidos a dietas pobre em
acido folico sdo raros. Dois destes estudos foram realizados com mulheres apds a menopausa
(JACOB et al., 1998; RAMPERSAUD et al., 2000) e os outros quatro foram realizados com
individuos jovens (FENECH et al, 1998; SHELNUTT et al., 2004; AXUME et al., 2007a;
AXUME et al., 2007b).

No estudo de Jacob e colaboradores (1998), oito mulheres saudaveis nao fumantes,
com idades entre 49 e 63 anos (pdés-menopausa) foram admitidas na unidade metabdlica do
Western Human Nutrition Research Center (EUA). Estas mulheres viveram por 91 dias se
alimentando apenas nessa unidade. Foram avaliadas as concentragdes de folato plasmatico e
eritrocitario, vitamina Bj,, tHcy e a taxa de metilacdo do DNA. Nos primeiros 5 dias, as
mulheres receberam 195 pg/dia de 4cido foélico (56 pg/dia proveniente da dieta e mais 139
ug/dia de acido félico provenientes de suplementagdo) com o objetivo de manter as
quantidades adequadas de folato. No periodo seguinte, isto ¢, do 6° ao 41° dia, as mulheres
receberam dietas com 56 pg/dia de acido folico, com o objetivo de reduzir os estoques de
folato e desenvolver deficiéncia dessa vitamina. No periodo correspondente ao 42° a 69° dia, a

ingestdo de folato foi de 111 pg/dia, aumentando para 286 pg/dia nos 70° a 80° dia, e para
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516 pg/dia nos dias 81° a 91° do estudo. As concentracdes de folato sérico diminuiram
significantemente durante as 5 semanas quando as mulheres consumiram dieta com baixa
concentracdo de folato (56 pg/dia). A ingestao de 111 pg/dia de 4cido folico nao foi suficiente
para restabelecer as concentragdes séricas de folato. Isso s6 foi possivel com a ingestdo de
286 pg/dia de acido folico. As concentragdes de folato obtidas no final do estudo foram
semelhantes aquelas encontradas no inicio do estudo. As concentragdes de folato eritrocitario
diminuiram entre o 56° e 84° dia, porém as concentragdes se mantiveram dentro dos valores
de referéncia. As concentragdes de B, diminuiram desde o inicio até o 27° dia (317 £ 45 para
275 + 38 pmol/L), permanecendo igual do 27° ao final do estudo (291 £+ 34 pmol/L). As
mulheres iniciaram o estudo com concentragdes de tHcy dentro do intervalo de referéncia, no
entanto, a partir do 56° dia, 5 das 8 mulheres apresentaram concentragdes de tHcy acima de
12 umol/L (média de aumento = 3,3 umol/L). As concentra¢des de tHcy diminuiram no final
do experimento quando foi administrado dietas com 516 pg/dia de acido folico, mas nao
houve diferenca significativa em relacao a dosagem no inicio do estudo. A metilagio do DNA
foi diretamente relacionada com as concentragdes de acido folico ingerido e de folato sérico.
Portanto, a ingestdo de dieta pobre em folato das mulheres deste estudo resultou em
concentragdes elevadas de tHcy e hipometilagcdo global do DNA de leucécitos, condigdes que
estdo associadas ao aumento no risco de desenvolver doencas vasculares, danos ao DNA e
cromossomos ¢ algumas lesdes pré-neoplasicas. A hipometilagdo global do DNA foi revertida
com a ingestdo de 286-516 pg/dia de acido folico, e as concentragdes de tHcy diminuiram
com a ingestdo de 516 pmol/L e ndo com 286 umol/L.

Também em 1998, Fenech e sua equipe estudaram individuos australianos jovens
com idades de 18 e 32 anos, estes, receberam tabletes (40 g) de cereais fortificados contendo
acido folico (700 pg) e vitamina B, (7 pug) para serem consumidos diariamente por 12
semanas. Estas quantidades de acido folico ou de vitamina B;, correspondem a 3,5 vezes a
recomendacdo dietética da Australia. Nesse estudo, um grupo (n=33) recebeu os cereais
fortificados e outro grupo (n=31) recebeu cereais sem fortificacdo (placebo). Apds as 12
semanas, os voluntarios receberam tabletes de cereais contendo 2000 pg de acido folico e
20 ug de vitamina By, o que corresponde a 10 vezes a recomendacao dietética da Australia,
para serem consumidos uma vez por dia por um periodo de mais 12 semanas. Os voluntarios
foram orientados a manter suas dietas normais juntamente com o consumo dos tabletes de
cereais (intervencao). As amostras de sangue foram colhidas no inicio do estudo (antes da

intervengdo), apos o 1° periodo (12 semanas), ou seja, apds o consumo dos tabletes de cereais
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fortificados e no final do estudo, apds o 2° periodo de 12 semanas finais, ou seja, apos o
consumo dos tabletes de cereais ainda mais fortificados. Como resultado, foi observado que,
nos homens, a metilagdo global do DNA ndo se correlacionou com as concentragdes de
vitamina Bj,, folato ou tHcy. Ja nas mulheres, também nao houve correlagdo significativa
entre a taxa de metilagao global do DNA e vitamina Bj; ou folato, porém, houve correlagao
significativa e inversa entre o grau de metilacdo global do DNA e tHcy (r= -0,33; P< 0,020).
Houve aumento das concentracdes de vitamina Bj, ap6és o consumo dos tabletes de cereais
fortificados. As concentragdes de tHcy diminuiram com o consumo dos tabletes cereais
fortificados, nao havendo diferenga entre as concentracdes obtidas apos a intervencao. As
concentragcdes de folato eritrocitdrio aumentaram significativamente apds o consumo dos
tabletes de cereais fortificados, quando comparadas com as concentracdes iniciais. Apesar
dessas alteragdes nas concentragdes das vitaminas, ndo houve alteracdo na taxa de metilacao
global do DNA apo6s a intervencao tanto no grupo que recebeu placebo como no grupo que
recebeu os tabletes fortificados. Os autores desse trabalho sugerem a realizagdo de futuros
estudos que avaliem os efeitos das mutagdes em genes de enzimas-chaves do metabolismo da
tHcy, tais como MTHFR e MTR, na metilacdo do DNA.

Rampersaud e colaboradores (2000) estudaram nos EUA, o efeito da concentragao de
folato e a metilacdo do DNA em 33 mulheres saudéveis da terceira idade, com idade entre 60
e 85 anos, apos a menopausa. Estas mulheres foram submetidas a dietas pobres em acido
folico (~118 pg/dia) por 7 semanas, e apos, este mesmo grupo, foi dividido em 2, um grupo
recebeu dietas contendo 200 pg/dia de 4cido folico e o outro grupo recebeu dieta com
400 pg/dia de acido folico, por mais 7 semanas. Nenhuma das mulheres apresentou
deficiéncias prévias de vitamina Bj; ou de folato, bem como hiperhomocisteinemia. As
mulheres recebiam o café da manha e o jantar no Centro de Pesquisa do Hospital da Flérida, e
também recebiam o almogo e lanche para serem consumidos em suas casas. A metilagdo
global do DNA foi determinada com o método usado no estudo de Balaghi ¢ Wagner (1993),
com algumas altera¢des. Nesse método, a habilidade do DNA em incorporar grupos metil
marcados com tricio in vitro € inversamente relacionada a metilagdo do DNA enddgeno.
Houve reducao da metilagdo do DNA nos 2 grupos de mulheres apos a fase de deple¢do com
folato (ap6s 7 semanas com dieta deficiente em folato) quando comparado com o valor inicial
(basal). Na 14" semana, apds o uso de dietas com diferentes concentragdes de acido folico, a
taxa de metilagdo global de DNA foi similar nos 2 grupos de mulheres indicando que a

quantidade de acido folico na dieta e o tempo de exposicao a esses teores na dieta nao alterou
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a taxa de metilacdo do DNA. No inicio do estudo foi observado correlagdo negativa entre as
concentragdes de tHcy e a taxa de metilagdo do DNA (r= -0,35). No entanto, ndo houve
correlacdo significativa entre as concentragdes de folato sérico e eritrocitario, tHcy e a
metilagdo do DNA em qualquer outro periodo do estudo.

Considerando que os polimorfismos no gene da MTHFR foram associados as baixas
concentragdes de folato sérico e eritrocitario em individuos portadores de gendtipos com as
mutagdes, varios estudos avaliaram o efeito da interacdo entre os polimorfismos MTHFR c.
677C>T e MTHFR c. 12984>C e o consumo de baixas concentracdes de acido folico na taxa
de metilagdo do DNA (KAUWELL et al., 2000; FRISO et al., 2002; FRISO et al., 2005).

No estudo de Kauwell e colaboradores (2000), foi avaliado o efeito do polimorfismo
MTHFR c. 677C>T em resposta a dietas com diferentes teores de acido folico (dietas
contendo 200 pg e 400 pg/dia), no entanto, ndo foi possivel mostrar a associagdo com a
metilacao global do DNA, devido a distribui¢do nao homogénea de individuos com genotipos
TT nos 2 grupos.

Em 2002, Friso e colaboradores estudaram 292 homens italianos, sendo que destes,
105 individuos apresentaram genotipo MTHFR 677TT e 187 individuos eram portadores de
genotipo MTHFR 677CC. Foi observado que os individuos com genotipo 77 apresentaram
menores concentragdes de folato (sérico e eritrocitario) € menor taxa de metilagao global do
DNA do que os individuos portadores de genotipo CC. Em outro estudo do mesmo grupo de
pesquisa, ao avaliar o efeito do polimorfismo MTHFR c. 12984>C na taxa de metilacdo do
DNA, observaram que 91 individuos portadores de gendtipo /29844 apresentaram baixas
concentragdes de folato e menor taxa de metilagdo global do DNA quando comparados com
os individuos portadores de genotipos 12984C (N=65) e 1298CC (N=42) (FRISO et al,
2005).

Shelnutt e colaboradores (2004) realizaram um estudo com 41 jovens americanas
saudaveis nao gravidas com idade entre 20 e 30 anos. Um grupo com 19 mulheres com
genotipo MTHFR 677TT e outro grupo com 22 mulheres com gendtipos CC participaram do
estudo de intervencao, no qual foram fornecidas dietas deficientes de acido folico (115 + 20
ug/dia) por 7 semanas. Apos esse periodo, um subgrupo (10 mulheres com genétipos 77 e 10
com genotipo CC) foi submetido a dieta com 400 pg/dia de acido folico por mais 7 semanas.
Nao houve diferencga significativa na taxa de metilacao global do DNA no periodo basal, apds
o uso de dieta pobre em acido folico e apos o uso de dietas com 400 pg/dia de acido folico,

entre os grupos de mulheres com genotipos 67717, 677CC e o grupo total. Segundo os
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autores, o tempo de 7 semanas de intervencdo pode ter sido insuficiente para alterar as
concentragdes de folato (sérico e eritrocitidrio) ndo possibilitando alteragdes nas taxas de
metilacao global do DNA das mulheres estudadas.

A pesquisa realizada por Axume e sua equipe (2007a) com 43 mulheres mexicanas
saudaveis, com idade entre 18 e 45 anos, avaliou a influéncia do polimorfismo MTHFR c.
677C>T na metilagdo global do DNA de leucocitos. Os individuos foram submetidos a uma
dieta pobre em acido folico (135 pg/dia) em um periodo de 7 semanas, seguidas por mais 7
semanas com uma dieta com excesso de acido folico (400-800 ug/dia). A taxa de metilagao
do DNA foi avaliada com o método de extensdo da citosina, na 7* semana (ap6s dieta pobre
em acido folico) e na 14" semana (ap6s o uso de suplementacdo excessiva de acido f6lico).
Nao foi detectado efeito do folato e do genotipo MTHFR C677T em nenhum dos momentos
durante o estudo. Porém, na 14* semana, houve hipometilacio do DNA (P< 0,050) em
mulheres com genotipo MTHFR 677TT isto, em relagdo ao genotipo CT ou CC, havendo uma
interacao entre o polimorfismo MTHFR c. 677C>T e o tempo de resposta para a ingestao de
acido folico. Neste estudo os autores sugerem que houve hipometilagdo global do DNA em
relacdo ao consumo controlado de suplementagdo contendo acido folico.

Este mesmo grupo de pesquisadores (AXUME et al., 2007b) realizou outro estudo
com 28 mulheres saudaveis, com idade entre 18 e 45 anos (caucasianas, N=14 e afro-
americanas, N=14) com objetivo de relacionar a etnia ou raca com a metilacdo global do
DNA de leucocitos e a ingestdo controlada de folato. Estas participantes apresentavam o
genotipo MTHER 677CC e foram submetidas a uma dieta restrita em acido folico (135ug/dia)
por um periodo de 7 semanas, seguidas por mais 7 semanas com uma dieta com excesso de
acido folico (400-800 ug/dia). A taxa de metilagdo do DNA foi avaliada na 7* semana e na 14*
semana, no entanto, ndo houve diferencas significativas entre a taxa de metilacdo global do
DNA de leucocitos e a variante etnia/raca (P> 0,050). E também ndo houve alteragdes da taxa
de metilacdo do DNA em relagdo ao consumo controlado de acido folico.

E importante salientar que os estudos citados acima tém varias limitagdes relativas ao
condicionamento dos individuos, tais como: o tempo de interven¢do, o monitoramento para
controle da ingestdo total da dieta fornecida, o uso de outros alimentos ndo permitidos, bem

como a idade dos individuos incluidos nos estudos.
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1.2.4. Papel do acido folico na metilagio do DNA em seres humanos portadores

de neoplasias

Varios estudos foram realizados com pacientes portadores de neoplasias (CRAVO et
al., 1994; CRAVO et al., 1998; PIYATHILAKE et al., 2000; KIM, 2001; HSIUNG ef al.,
2007), porem os resultados sdo controversos.

Cravo e colaboradores (1994) avaliaram a taxa de metilagdo do DNA de 3 grupos de
pacientes (um grupo de 12 pacientes com carcinoma colo retal, um grupo de 12 pacientes com
adenoma colo retal e outro grupo de 8 pacientes saudaveis). Em seguida, foi observado o
efeito da suplementagdo com 4acido folico (10 mg/dia) na taxa de metilagdo do grupo de
pacientes portadores de neoplasias (apds a remogao das mesmas). Os resultados mostraram
que os pacientes portadores de carcinomas tinham DNA significativamente menos metilado
do que os pacientes com adenomas (P< 0,005). Os pacientes com carcinomas tiveram
menores taxas de metilagdo do DNA, quando comparados com o grupo controle (P< 0,005) e
o valor encontrado neste grupo também foi superior ao valor observado em pacientes com
adenomas, porém nao houve diferenga significativa (P> 0,050). O grupo de pacientes (pOs-
cirurgia de remocao tumoral) que recebeu suplementacdo durante 6 meses, apresentou
aumento da taxa de metilagdo do DNA (P> 0,002), sendo que 3 meses depois, essa taxa
reduziu significantemente (P< 0,020). Os demais pacientes, que receberam apenas placebo
ndo apresentaram alteragdes na taxa de metilacao (P= 0,400), deste modo, a hipometilagao do
DNA ocorreu na mucosa normal dos pacientes com neoplasias, quando comparados com os
controles e esta foi revertida com o uso de suplementacdo com acido folico. Este mesmo
grupo de pesquisadores (CRAVO et al., 1998) observou a hipometilagdo global do DNA em
20 individuos que foram submetidos a cirurgia para retirada de adenomas colo-retal e a
suplementagao com acido folico (5 mg/dia de acido folico, durante 3 meses).

No entanto, outro estudo realizado com outros 20 pacientes também apds a remocao
de adenomas, os quais também receberam suplementacdo com acido félico (5 mg/dia de acido
folico, durante um ano), em menos de 6 meses foi observado aumento na taxa de metilagdo
global do DNA, quando comparados aos pacientes que receberam placebo (KIM, 2001). Em
um trabalho realizado com 12 individuos (4 mulheres e 8 homens) com cancer de pulmao com
idades entre 54 e 84 anos, foi feita a extracdo de DNA de células do pulmao e a comparagao
entre o perfil de metilacdo global do DNA de células escamosas cancerigenas e células
normais destes mesmos pacientes. As concentragdes de acido folico (p= 0,030) e de By, (p=

0,020) foram significativamente menores nas células cancerigenas e concluiram que a
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deficiéncia de acido folico esta associada a hipometilacdo, tanto nas células cancerigenas
quanto nas normais, explicitando assim a importancia deste nutriente no organismo e
ressaltando que o folato € necessario para o mecanismo adequado de metilagdio do DNA
(PIYATHILAKE et al., 2000). Outra pesquisa, realizada com 526 individuos saudaveis
(grupo controle) e 278 pacientes com carcinoma (grupo estudo), foi feita a associacdo entre a
metilacdo global do DNA de células escamosas de carcinomas de cabeca e pescogo e de
células normais. Como resultado observaram que os pacientes com carcinoma que
apresentaram o gen6tipo MTHFR 677T e tinham dieta pobre em folato, apresentaram menor

taxa de metilagdo do DNA quando comparados com o grupo controle (HSIUNG et al., 2007).

1.3. Genes incluidos no estudo

Os genes Interferon gama (IFNy), Serpin B5 e Stratifin foram incluidos no estudo
devido ao fato de serem descritos como frequentemente metilados em amostras de leucdcitos
de individuos saudaveis (WHITE et al., 2002; BONILLA-HENAO et al., 2005; CHIM et al.,
2005). Por isso, acreditamos que eles seriam bons marcadores para avaliacdo do nivel de

metilagdo das amostras examinadas neste estudo.

1.3.1. Gene Interferon gama

O gene Interferon gama (IFNy) codifica uma potente citocina pleiotropica que possui
importante papel na manutengdo da homeostase imunoldgica celular e na resisténcia de
mamiferos contra patogenos, estando associado a defesa do organismo contra infecc¢des
bacterianas e virais. Sua expressao ¢ regulada durante o desenvolvimento fetal, sendo
secretado pelas células T (derivadas do timo) e pelas células NK (Natural Killer) (BOEHM et
al., 1997).

A regulagdo da expressdo do gene /FNy esta sobre influéncia da metilagio do DNA,
entretanto, a superexpressao deste gene pode contribuir para o aparecimento de certas
patologias na interface materno-fetal, como doencas inflamatoérias, resultante do seu efeito
toxico sobre a placenta ou pela ativacao de células citotoxicas como os macréfagos (BOEHM
et al., 1997). Portanto, a metilagdo do DNA também possui papel importante no controle de
diversos processos imunologicos (FITZPATRICK e WILSON, 2003; BRUNIQUEL e
SCHWARTZ, 2003). A regulacdo da expressao do gene /FNy ¢ essencial para a remodelacao

e correcao de anexos embrionarios durante o periodo gestacional (ASHKAR et al., 2000) e



34
Introdugdo

para protecdo contra agentes toxicos, quando ha descontrolada expressdo do gene [FNy
(WEGMANN et al., 1993). A estrutura do gene /FNy ¢ semelhante entre todas as espécies,
sendo que a regido promotora ¢ mais conservada e apresenta mais sitios de metilagao, quando
comparado aos exons (YOUNG, 1996; SOUTTO et al., 2002).

Segundo White e colaboradores (2002), o aparecimento de certas infec¢des, pode
levar a danos no desenvolvimento do feto, sendo uma das principais causas de perda fetal;
isso demonstra que o controle da transcricdio do gene IFNy durante a vida fetal ¢ mais

importante do que nas idades posteriores.

1.3.2. Gene Serpin B5

O gene Serpin B5 (também conhecido como Maspin), membro 5 das variantes dos
genes Serpin, possui a denominagdo BS pois se refere ao subtipo B (proteina ovalbumina) e ¢
expresso durante o desenvolvimento da placenta humana (DOKRAS et al., 2002; CHIM et
al., 2005). Funciona como inibidor de angiogénese in vivo ¢ in vitro (ZHANG et al., 2000) e
também como um gene supressor de tumor que pode resultar na inibi¢do do crescimento de
células do cancer de mama e suas metastases (AKIYAMA et al., 2003). Porém, em outros
estudos, este gene se encontra superexpresso em células cancerigenas do pancreas (MAASS et
al., 2001) e do ovéario (SOOD et al., 2002) de forma a se comportar como um oncogene € nao
como um gene supressor de tumor.

O gene Serpin B5 codifica um inibidor de serino-protease, sendo que este gene foi
inicialmente identificado em epitélio mamario (ZOU et al., 1994). O estudo de Futscher e
colaboradores (2002) mostraram que a expressao do gene Serpin B5 em células normais ¢
regulada por modificagdes epigenéticas de maneira especifica, que células mamarias e
epiteliais (de prostata, pele e boca) nao apresentaram metilagdo nas ilhas CpG da regido
promotora deste gene, entretanto, células como linfocitos, fibroblastos da pele, figado,
coracdo e medula Ossea apresentaram hipermetilagdo do DNA (FUTSCHER et al., 2002).
Estes dados sugerem que a modificagdo epigenética do gene Serpin B5 pode desempenhar um
papel importante, ndo apenas no estabelecimento e manutengao de células normais de maneira
especifica, mas também no crescimento celular do cdncer de mama e demais neoplasias
(AKIYAMA et al., 2003).

CHIM e colaboradores (2005) realizaram um estudo com 44 gestantes saudaveis de
Hong Kong. Estas foram divididas em 2 grupos. No grupo 1 (N=8), foram coletadas amostras

de sangue periférico e do tecido placentdrio no 1° e 3° trimestre gestacional. A coleta de
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tecido placentario foi realizada através do método vilo-corionico (método para diagnostico de
patologias fetais por amostragem das células placentarias da vilosidade coridnica). Foi
determinada e analisada a taxa de metilagdo do DNA na regido promotora do gene Serpin B5
destas amostras, utilizando o método quantitativo de metilagdao especifico por PCR em tempo
real (QMSP). No grupo 2 (N=36), foram coletadas amostras de sangue e da placenta no 1°, 2°
e 3° trimestre gestacional, para correlacionar a expressdo e a taxa de metilagdo do DNA no
gene Serpin B5. Como resultado, observaram hipometilagdo do DNA em amostras
placentarias e a metilagdo de quase todas as ilhas CpG nas amostras sanguineas maternas.
Porém sequéncias ndo metiladas (em baixas concentragdes) ainda foram encontradas no
plasma maternal durante todo o periodo gestacional, sendo que estas seqiiéncias ndo foram
observadas apos o parto. Deste modo, os autores supdoem que a hipometilagdo do DNA no
gene Serpin BS5 seja um marcador de DNA fetal no plasma materno e na placenta, permitindo
assim avaliar as concentragdes de DNA fetal no periodo gestacional, verificar associagdes a
doengas e deteccao de polimorfismos genéticos.

Outros estudos demonstram o papel dos mecanismos epigenéticos no controle da
expressdo do gene Serpin B5 em certos tipos de neoplasias (DOMANN et al., 2000;
FUTSCHER et al., 2004; ROSE et al., 2006) ¢ em amostras normais (DOKRAS et al., 2002;
DOKRAS et al., 20006).

Dokras e colaboradores (2002) encontraram baixa expressao deste gene durante o 1°
trimestre de gestagdo, ocorrendo o aumento da mesma no 2° trimestre ¢ permanecendo no
mesmo status no 3° trimestre da gestacao. Este mesmo grupo de pesquisadores (DOKRAS et
al., 2006) avaliaram a regulagdo da expressao do gene Serpin B5 em amostras de placenta de
gestantes que estavam da 7* a 40" semana gestacional. As amostras de placenta foram
coletadas nesses periodos através de bidpsia, em seguida foi feita cultura de células. Destas
células foram extraidos DNA e RNA. Os resultados mostraram que nao houve alteragdes nas
taxas de metilagdo da regido promotora deste gene durante o periodo gestacional. Os autores
sugerem ainda que a expressdo deste gene na placenta humana ¢é regulada por alteracdes nas
histonas e ndo por metilagdo das ilhas CpG, sendo esta, a primeira evidéncia de alteragdes
seletivas de histonas associadas com expressao génica diferencial na gestacao. De acordo com
este grupo de pesquisa, o gene Serpin B5 também esta envolvido na regulagdo da motilidade
celular (capacidade de mover os componentes internos da célula), invasdo, apoptose e

angiogénese.
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1.3.3. Gene Stratifin

O gene Stratifin (também conhecido como 14-3-3 ¢) ¢ um gene supressor de tumor,
importante na diferenciacdo e regulacdo do ciclo celular, na apoptose, na modificagdo de
proteinas (quinases e fosfatases) e na transducdo do sinal mitotico (CHAN et al., 1999). Este
gene produz uma proteina especifica, a stratifin, que induz a diferenciagdo de queratindcitos e
a expressao de células epiteliais (PRASAD et al.,1992; VELLUCCI et al.,1995). No estudo
de Prasad e colaboradores (1992), a proteina stratifin, também denominada HMEI1, foi
identificada como um marcador epitelial, que ¢ desativado durante as alteragdes neoplasicas.

Para determinar se o gene Stratifin ¢ inativado em alguns tipos de neoplasias foi
estudado o perfil de metilagao deste gene no cancer de mama (UMBRICHT et al., 2001), de
figado (IWATA et al., 2000), de vulva e cancer oral (GASCO et al., 2002a; GASCO et al.,
2002b). O aumento da taxa de metilacdo foi relacionado com a perda de expressdo do gene
em varios tipos de cancer (SUZUKI et al., 2000; SATO et al., 2003).

Considerando-se que a deficiéncia nutricional de vitaminas (em especial, o folato ¢ a
cobalamina) durante a gestacao pode ser um indicador de risco para malformagdes no feto,
podendo acarretar falhas no desenvolvimento mental e motor da crianca, € que a
hipometilagdo pode resultar em alteragdes na expressao génica com importante repercussao na
embriogénese e carcinogénese, ¢ de interesse cientifico e de saude publica avaliar a interacao
entre fatores nutricionais e genéticos sobre a metilagdo do DNA durante a gestacao. Este tipo
de estudo ¢ de suma importancia face a inexisténcia de dados definitivos no Brasil a respeito
da associagdo entre estado nutricional e a taxa de metilacdo do DNA e as suas implicagdes no

desenvolvimento fetal.



37
Thaiomara Alves Silva

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Avaliar a taxa de metilagdao dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin em leucocitos de

mulheres em 3 diferentes idades gestacionais (16, 28 e 36 semanas).

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar se existe associacdo entre as concentragdes das vitaminas (cobalamina,
folato sérico e eritrocitario e vitamina Bg) e de metabolitos (MMA, tHcy, SAM, SAH e razao
SAM/SAH) com a taxa de metilagio do DNA na regido promotora dos genes /FNy, Serpin BS5

e Stratifin em cada idade gestacional;

e Analisar quais sdo os fatores de predi¢do para a taxa de metilagdo do DNA na
regido promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin (variaveis dependentes) em cada idade
gestacional, considerando como varidveis independentes os valores séricos das vitaminas e/ou

dos metabdlitos no sangue.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Casuistica

Foram convidadas a participar deste estudo 183 gestantes provenientes do Centro de
Satde Escola Samuel Barnsley da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(USP), da Unidade Basica de Satide (UBS) da Vila Dalva e da UBS do Rio Pequeno, durante
o periodo entre Janeiro de 2004 e Dezembro de 2006. As gestantes foram consultadas sobre a
vontade de participar deste projeto e sendo favoraveis a participacdo, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1) em duas vias, ficando a gestante com uma das
vias. Apenas 96 mulheres completaram o estudo, colhendo amostras de sangue nas idades
gestacionais de 16, 28 e 36 semanas.

Este estudo foi submetido como emenda ao Projeto de Pesquisa “Avaliacdo
nutricional, bioquimica e molecular relacionada ao metabolismo da cobalamina durante o
processo gestacional”, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, pelo Comité da Secretaria Municipal da Saude de Sao Paulo (SMS) e
pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) (Anexo 2).

As determinacdes bioquimicas e hematoldgicas e a avaliacdo antropométrica foram
realizadas pela aluna Perla Menezes Pereira, que teve como tema de sua dissertagdo de
mestrado em 2007 “Consumo de cobalamina e folato por gestantes: relagdo com o
metabolismo da homocisteina e com os polimorfismos nos genes da metionina sintase,
metilenotetrahidrofolato redutase e metionina sintase redutase” e pela aluna Ananka Midori
Kubota que teve como tema de sua dissertagdo de mestrado em 2008 “Efeitos das
concentragdes das vitaminas (séricas e da dieta) e do polimorfismo MTHFR C677T na taxa de
metilagdo global do DNA durante o periodo gestacional”. Os resultados dos exames
laboratoriais das mulheres incluidas no estudo foram enviados aos Centros de Satde para
serem anexados ao prontuario de cada gestante.

Neste estudo foram avaliadas a taxa de metilagdo do DNA de leucdcitos na regido
promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin em mulheres com diferentes idades

gestacionais (16, 28 e 36 semanas).
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3.1.2. Critérios de inclusao e exclusao

A inclusao das mulheres foi feita conforme a disposi¢ao destas de participar do
projeto e que atendiam os pré-requisitos do item anterior (idade gestacional até 16 semanas).
Foram excluidas as mulheres que faziam uso de medicamentos como &cido folinico,
barbituaricos, valproato de sodio e litio; aquelas com doengas metabdlicas (como por exemplo,

hipertensao arterial, diabetes, etc.), com doengas cronicas, hepaticas, renais e neoplasias.

3.2. Metodologia laboratorial

3.2.1. Avaliacdo antropométrica

Para a avaliacdo antropométrica, as gestantes foram pesadas em balancas com
precisdo de 100g e tiveram a altura medida em estadiometro. O indice de massa corporal
(IMC) foi adquirido pela razdo do peso (kg) pela altura (m) ao quadrado (FAO, 1994). Esta
avaliacdo foi realizada por nosso grupo de pesquisa no inicio do trabalho (como ja

mencionado).

3.2.2. Coleta das amostras de sangue

Foram coletados 20 mL de sangue de cada gestante, nas idades gestacionais de 16,
28 e 36 semanas, através de puncdo venosa, estando estas em jejum de 10 horas. Foi utilizado
dois tubos com anticoagulante K;EDTA-0,15 mg/mL (de 5 mL cada) e um tubo sem
anticoagulante (seco) para a obten¢do do soro (de 10 mL). As amostras colhidas foram
preservadas em caixa de isopor com gelo e processadas em um intervalo maximo de 1h apds a
coleta. Apds a centrifugagdo das amostras do tubo seco, as aliquotas de soro foram
armazenadas a -80°C. Um dos tubos de sangue total colhido com K;EDTA foi usado para a
realizacdo do hemograma e determinagdo do folato eritrocitario e o outro tubo foi mantido
fechado a 4 - 8°C para a extragdo do DNA que foi usado nas determinagdes das taxas de

metilagdo do DNA.

3.2.3. Determinacdes das concentracoes de cobalamina, vitamina Bg e folato

As dosagens de cobalamina sérica, folato sérico e eritrocitario foram realizadas por

“kits” da marca DPC (Diagnostic Products Corporation) e determinadas em equipamento



40
Material e Métodos

automatizado IMMULITE® 2000 (método de quimioluminescéncia). A dosagem de vitamina
Bs sérica foi realizada pelo método proposto por Sharma e Dakshinamurti (1992), de
aplicacdo em cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com detec¢ao ultravioleta

UV).

3.2.4. Determinacdes dos metabolitos do metabolismo da homocisteina

As determinagdes da tHcy, MMA, SAM e SAH foram realizadas no Laboratorio do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade do Colorado (Denver, EUA), pela equipe de
pesquisa da Dra. Sally Stabler e do Dr. Robert Allen. Foram empregados métodos patenteados
que utilizam cromatografia liquida e gasosa/espectrometria de massa com padrdo interno de

isotopo estavel (ALLEN et al., 1993a; ALLEN et al., 1993b; STABLER e ALLEN, 2004).

3.2.5. Extracao do DNA gendmico

A extracdo do DNA foi realizada a partir dos leucocitos do sangue total, utilizando
método de Salting-Out com precipitagdo salina, segundo metodologia desenvolvida por
Salazar e colaboradores (1998).

Neste método, aliquotas de 1 mL das amostras sanguineas foram centrifugadas e o
plasma foi descartado. Em seguida, as amostras foram submetidas a lise celular através da
adi¢ao de 900 pL de tampao Tris-1 [Tris-HCl 10 mM (pH 8,0), KC1 10 mL, MgCl2 10 mM,
EDTA 2 mM] contendo Triton X-100 (2,5%). Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o “pellet” obtido foi lavado trés vezes com tampao Tris-1. Para a ruptura da
membrana nuclear foram adicionados 220 uL de tampao Tris-2 [Tris-HCl 10 mM (pH 8,0),
KCl1 10 mL, MgCI2 10 mM, EDTA 2 mM, NaCl 0,4 M] contendo 1% de Dodecil Sulfato de
Sodio e em seguida, as amostras foram incubadas a 56°C durante 15 minutos. As proteinas
celulares foram removidas por precipitacao salina pela adi¢ao de 100 pL. de NaCl 5 M. O
DNA presente no sobrenadante foi isolado e purificado por precipitagcdo, com a adigdo de 1
mL de etanol absoluto. As amostras foram lavadas trés vezes com etanol 70% e o DNA obtido
foi ressuspendido em 100 pL. de tampao TE pH 8,0 (Tris-HCI 10 mM e EDTA 2 mM).

A integridade das amostras extraidas foi avaliada em gel de agarose (1%), sendo que
foi utilizado eletroforese em gel com tampao TBE [(Tris-HCI 90 mM, HBOs; 90 mM, EDTA
2 mM (pH 8,0)]. A separacao eletroforética foi realizada durante 30 minutos, a 100 V, 60 mA,
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em cuba de eletroforese submersa (Gibco BRL, Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD,
EUA) empregando fonte EPS 301 (4dmershan-Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). Foram
aplicadas aliquotas de 4 uL das amostras e 1 pL de tampao de amostra de DNA (azul de
bromofenol 0,25% e glicerol 30%) (SAMBROOK e RUSSEL, 2001a). O gel foi corado com
brometo de etideo (0,5 mg/mL) e as bandas foram visualizadas sob luz UV, tendo por
referéncia um marcador de tamanho molecular de DNA de 100 pb (pares de bases)
(SAMBROOK e RUSSEL, 2001b). O sistema de captura de imagens Chemilmager™ 4400
(v.5.5), que integra o sistema de digitalizagdo de imagens Multilmage™ Light Cabinet
(Alphalnnotech, San Leandro, CA, EUA), composto de uma camara digital de 8 bits acoplada
a uma camara escura, foi utilizado para fotodocumentagao do gel.

A quantificacdo de DNA foi realizada por espectrofotometria a 260 nm e a pureza do
DNA determinada pela relagdo Azeonm/Azsonm Utilizando o espectrofotdmetro Nanodrop ND-

1000 (Nanodrop Technologies, Inc - EUA).

3.2.6. Tratamento do DNA com bissulfito de sodio

O tratamento das amostras de DNA extraido a partir de leucocitos do sangue total
com bissulfito de sodio foi conduzido de acordo com o proposto descrito por Jeronimo e
colaboradores (2001), com algumas modificacdes. O método ¢ composto pelas seguintes
etapas: desnaturacdo, purificacdo, eluicdo, dessulfonacdo e precipitagdo de amostras.
Resumidamente, foram utilizados 2 pg de DNA, usando um volume final de 17 uL de DNA,
estes foram colocados em tubo de 2 mL (Eppendorf), em seguida foi adicionado 1 pL de
Herring Sperm DNA (Invitrogen) e 2 uL. de NaOH (3 M), homogeneizando bem e incubando
a 50°C por 20 minutos, sendo esta, a fase de desnaturacdo do DNA.

Foi preparada uma solugdo de bissulfito de sodio (2,5 M) e hidroquinona (125 mM)
(Sigma-Aldrich), esta, foi coberta com papel aluminio, para protegé-la da luz, e adicionado
500 pL desta solugdo aos 20 puL da reagdo de desnaturagdo do DNA, incubando a 50°C por 3
horas, ao abrigo da luz.

Na fase de purificagdo, foram nomeadas as microcolunas e as seringas, ¢ estas, foram
conectadas a um suporte Vac-man® Laboratory Vacuum Manifold (Promega, Madison -
EUA), e este, a uma bomba de vacuo. As amostras foram retiradas do “banho” e em seguida,
o DNA tratado foi purificado com o kit Wizard® DNA Clean-up System (Promega, Madison -
EUA), foram adicionados 1 mL de resina que acompanha o kit, homogeneizando bem. Essa

mistura foi transferida para a seringa ja conectada a microcoluna, que também acompanha o
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mesmo kit. Foi aplicado véacuo até toda a solucdo ser removida, ficando o DNA retido na
membrana da microcoluna, em seguida, foi adicionado 4 mL de isopropanol (80%) na
seringa, aplicando novamente o vacuo até toda a solugdo ser removida. A coluna foi colocada
dentro de um tubo de microcentrifuga e centrifugada a 13000 rpm (rotagdes por minuto) por 3
minutos.

Na fase de eluicdo, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL novo
(Eppendorf). Foi adicionando 45 pL de 4gua ultra-pura (MilliQ) a 80°C na coluna, e esta foi
incubada em temperatura ambiente por 1 minuto, € em seguida, centrifugada por 3 minutos a
13000 rpm. Foram descartadas as colunas, reservando os tubos. Para a dessulfonacdo do
DNA, nos 45 pL de DNA purificado foi adicionado 5 pL de hidréxido de s6dio (NaOH) a 3
M, homogeneizado e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente.

Na fase de precipitacdo do DNA foi adicionado 75 uL de acetato de amdnio (5 M),
incubando por 5 minutos a temperatura ambiente. Foi adicionado 1 pL. de glicogénio 20
ug/mL (Invitrogen), 350 uL de etanol (100%) e incubado a -20°C (overnight). Em seguida,
foi centrifugado por 30 minutos (4°C, 13000 rpm) e descartado o sobrenadante. Finalmente,
foi adicionado 500 uL de etanol (70%) gelado, centrifugado por 5 minutos (4°C, 13000 rpm),
descartando o sobrenadante e deixando o DNA secar a temperatura ambiente, por 120
minutos. Depois deste periodo, o DNA foi ressuspendido em 110 puL de agua ultra-pura e
armazenado a -80°C.

O objetivo do tratamento do DNA com bissulfito de so6dio foi converter as citosinas
ndo metiladas em uracilas, ndo alterando as citosinas metiladas. As uracilas sdo convertidas
em timinas durante a rea¢do de amplificagdo. Posteriormente, as amostras de DNA foram

submetidas a gMSP, conforme descri¢ao de Eads e colaboradores (2000).

3.2.7. Metilag¢ao do DNA de leucdcitos in vitro

A especificidade das reacdes para as amostras de DNA metilado foi confirmada
utilizando DNA de leucocitos metilado in vitro. A metilacao in vitro do DNA foi realizada
utilizando o kit CpG Methyltransferase-M.SssI (New England Biolabs), segundo instru¢des
do fabricante.

Neste método separa-se 5 tubos de microcentrifuga de 1,5 mL (Eppendorf) e
adiciona-se 20 png de DNA de leucocitos em cada tubo, tendo um total de 100 pg de DNA.
Adiciona-se também 2,5 uL de S-adenosylmetionine (SAM) a 32 mM (acompanha o kit), 25
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unidades de M.Sss/ (kit de 4000 U/mL que se refere a 6,25 pL), 25 uL de tampao 10x (kit) e
agua ultra-pura na quantidade suficiente para (q.s.p.) 250 pl, incubando a 37°C por 4 horas.
Em seguida, foi adicionado 5 pLL de SAM (32 mM) e 12,5 unidades de M.Sss/ (kit de 4000
U/mL que se refere a 3,12 pL), incubando novamente a 37°C por 4 horas.

Foi adicionado 250 puL de fenol-cloroféormio-alcool isoamilico (25:24:1) e transferido
para um tubo Phase Lock Gel (Eppendorf), depois centrifugado por 15 minutos a 13000rpm.
Foi transferida a fase aquosa para um tubo de microcentrifuga novo de 1,5 mL (Eppendorf).
Adicionado 650 pL de etanol (100%) gelado, 85 pL de acetato de amonio (7,5 M),
homogeneizado por inversdo e incubado a -20°C (overnight). Logo apods a incubagdo, foi
centrifugado a 4°C por 30 minutos a 13000 rpm, descartado o sobrenadante, adicionado 700
uL de etanol (70%) gelado e homogeneizado por inversdao. Em seguida, foi centrifugado a 4°C
por mais 5 minutos a 13000 rpm, descartando o sobrenadante. O pellet foi seco a temperatura
ambiente e ressuspenso 0 DNA em 10 puL de 4gua ultra-pura. O DNA de leucécitos metilado
in vitro foi quantificado por espectrofotometria utilizando o equipamento Nanodrop e
estocado a -20°C.

Aproximadamente 20 ug do DNA metilado in vitro (10 aliquotas de 2 pg) foram
submetidos ao tratamento com bissulfito de sddio conforme descrito anteriormente
(JERONIMO et al., 2001). Ao final, todas as aliquotas foram ressuspensas em um volume
final de 50 pL de agua ultra-pura, quantificadas em espectrofotdmetro e diluidas para uma
concentracao final de 30 ng/uL. O DNA de leucdcitos metilado in vitro foi empregado como
controle positivo € na construcdo das curvas padrdao das reacdes de qMSP (EADS et al,

2000).

3.2.8. Determinacio da taxa de metilacido do DNA utilizando qMSP

A gMSP mede a taxa de amplificagdo das sequéncias metiladas, ja que os primers
usados na amplificacdo destas sequéncias foram desenhados para se hibridarem em regides
que sobrepunham as regides que continham citosinas metiladas.

Nesta abordagem foram utilizados um par de primers e uma sonda especifica,
marcada com 2 fluoréforos: um reporter (6-carboxi-fluoresceina-FAM) na extremidade 5° e
um quencher (6-carboxi-tetrametil-rodamina-TAMRA) na extremidade 3°. O reporter ¢ um
emissor de fluorescéncia, a qual ¢ captada pelo quencher devido a proximidade entre ambos.
Durante a fase de extensao da reacao da PCR, a atividade de exonuclease 5° da Tag DNA

Polimerase hidrolisa a sonda, separando o reporter do quencher e, assim, a fluorescéncia
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emitida pode ser captada pelo aparelho, como se pode observar na figura 5 abaixo (NOVAIS

et al., 2004). Portanto, o nivel de fluorescéncia detectado pelo aparelho ¢ proporcional a

quantidade de produto amplificado formado.

Reporter

.t‘ e
;‘: Quencher

e X ?

TG

TaqDNA Polimerase

Figura S — Ilustracdo da fase de extensdo da PCR. Adaptado de NOVAIS
e colaboradores (2004).

A quantidade de amostra presente no inicio da reacdo pode ser inferida tendo como
base o valor de Cr (Cycle Threshold) o qual representa o ciclo da PCR em que a quantidade
de florescéncia produzida na reacdo atinge um limite pré-estabelecido. O Ct € o ponto que

mostra o ciclo na qual a reagdo atinge o limiar da fase exponencial (DAHL ¢ GULDBERG,

2003; NOVALIS et al., 2004).
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Figura 6 — Ilustragdo da posigdo e valor de Ct (Cycle Threshold)
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Para que as amostras possam ser quantificadas foi necessaria a constru¢do de uma
curva padrao a partir de diluigcdes seriadas do DNA de leucdcitos metilado in vitro. Um
fragmento de DNA com auséncia do dinucleotideo CG em sua sequéncia (S-actina) foi
utilizado como controle interno das reagdes. Portanto, a amplificacdo do gene referéncia
ocorre independentemente do estado de metilacdo da amostra (EADS et al., 2001). A figura 3

abaixo ilustra a amplificacao do gene f-actina.
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Figura 7 - Ilustracdo da amplificagdo do gene f-actina

3.2.9. Condicoes para PCR em tempo real

A reagdo de amplificagdo foi realizada em um volume total de 20 pL contendo 2 pL.
de tampao Home Made 10X [sulfato de amonio 166 mM, Tris-HCI (pH 8,0) 670 mM, cloreto
de magnésio 67 mM, B-mercaptoetanol 100 mM, DMSO (1%)], 0,4 uL de dNTP (10 mM),
0,24 uL de cada um dos primers (100 uM), 0,04 uL de sonda (100 mM), 0,12 uL de
Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 0,4 uL. de ROX Reference Dye (Invitrogen),
sendo este ultimo, um corante de referéncia passiva que atua como um normalizador da
fluorescéncia. Nesta reacdo de amplificacdo ainda foi adicionado 13,56 pL de 4gua ultra-pura

e 3 uL de DNA tratado com bissulfito de sddio.
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As condigdes de amplificagdo consistem de uma etapa inicial de desnaturagdo a 95°C
por 2 minutos, seguida de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos ¢ 60°C por 1 minuto. Todas as
reacoes foram preparadas em placas para PCR de 96 “pogos” (Greiner-Ale) e todas as
amostras foram analisadas em triplicatas, no equipamento termociclador para PCR em tempo
real (7500 Real Time PCR System - Applied Biosystems, EUA).

Além das amostras, cada placa também continha 11 “pocos” destinados a curva
padrao construida a partir da diluigao seriada (30 ng; 3 ng; 0,3 ng; 0,03 ng; 0,003 ng; 0,0003
ng) do DNA de leucécitos metilado in vitro e submetido ao tratamento com bissulfito de
sodio (como ja mencionado anteriormente), 2 “pocos” reservados para os controles negativos
(sem a adicdo de DNA nos mesmos) e 2 “pocos” para os controles positivos que continham 3
uL de dgua ultra-pura (no lugar do DNA) e 17 pL do tampao Home Made 10X (como citado
acima).

Antes da realizagdo das reagcdoes de qMSP foram verificadas as eficiéncias da
amplificacao de todos os conjuntos de primers e sondas. Apos a amplificagdo, a eficiéncia foi
calculada através da formula: E = 10 79 .1 onde E refere-se a eficiéncia e slope, ao
coeficiente de inclina¢do da reta, formada pelos pontos da curva padrdo, tendo como valores
ideais entre -3,1 e -3,6. As eficiéncias de amplificacdo para os conjuntos de primers ¢ sondas
foram considerados adequados quando os valores foram de 100+£10%.

No método qMSP foi adotado o seguinte critério: as amostras foram consideradas
metiladas quando foi possivel detectar a amplificagdo de pelo menos duas das triplicatas. A
auséncia de amplificagdo ou a amplificagdo de apenas uma das triplicatas indicava que a
amostra era nao metilada. A porcentagem de metilagdo relativa (PMR) de cada amostra foi
usada como fator de correcao, o mesmo, foi calculado através da divisao da média do nimero
de copias do gene alvo pela média do numero de copias do gene referéncia vezes 100, em

cada gene estudado.

3.2.10. Sequéncias dos primers e sondas

As sequéncias dos primers e sondas para os genes f-actina, Interferon gama (IFNy),
Serpin B5 e Stratifin foram retiradas do estudo de Eads e colaboradores (2001) e do estudo de
Weisenberger e colaboradores (2006). Estas sequéncias possuiam “CGs” e foram desenhadas
com base nas sequéncias das regides promotoras destes genes, considerando somente a

situagio metilada. E importante frisar que a escolha dos genes baseou-se no fato de haver
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estudos prévios que avaliaram a metilagdo do DNA na regido promotora dos genes e
especialmente, em DNA de leucocitos (BONILLA-HENAO et al., 2005; CHIM et al., 2005).

Para localizacao das sequéncias dos primers e sondas destes genes, bem como para a
visualizagao das ilhas CpG também foram utilizadas ferramentas como: “Human Blat
Search” (www.genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start, 2009) e “MethPrimer”

(www.uroge-ne.org/methprimer/index 1.html, 2009).

3.3. Analises estatisticas

O banco de dados foi construido no programa EXCEL (Microsoft Office 2007). As
analises estatisticas foram feitas utilizando o programa computacional Stata/SE 8.0 for
Windows disponivel em (www.stata.com/support/faqs/res/cite.html, 2009) e o programa SPSS
versdo 16.0 (Statistical Package for the Social Sciences).

Para descrever as variaveis do estudo foram feitas estatisticas descritivas (média
geométrica, intervalos de confiancas das médias geométricas e percentil) para cada idade
gestacional (16, 28 e 36 semanas) segundo o uso de acido folico e/ou polivitaminicos (Grupo
1, Grupo 2, Grupo 3 e Grupo 4).

As gestantes foram classificadas em 4 grupos conforme a suplementag¢do com acido
folico e/ou polivitaminicos em cada idade gestacional. O “Grupo 1” incluiu as mulheres que
declararam ndo fazer uso de suplementagdo com acido folico e/ou polivitaminicos em
nenhuma das trés idades gestacionais (N=44); o “Grupo 2” (N=14) incluiu as gestantes que
declararam ter usado suplementacdo em todas as idades gestacionais (16, 28 e 36 semanas); o
“Grupo 3” (N=20) refere-se as gestantes que afirmaram ter usado suplementagdo apenas no
inicio da gestagdo (até 16 semanas) e finalmente, o “Grupo 4” (N=10) incluiu as gestantes que
declararam ter usado suplementacao nas idades gestacionais de 16 e 28 semanas.

As amostras foram consideradas metiladas quando foi possivel detectar amplificagao
em pelo menos duas das triplicatas. A relagdo entre os valores obtidos na PCR em tempo real
para os genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin em cada idade gestacional foi analisada utilizando o
coeficiente de correlagdo de Spearman. Foram realizadas correlagdes de Spearman entre as
concentragdes de vitaminas e metabdlitos e a taxa de metilacdo do DNA na regido promotora
dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin, na 16%, 28* e 36" semana de gestacao.

A comparacdo das médias das varidveis numéricas segundo a idade gestacional e

grupo, bem como a interacao idade gestacional e grupo, foi realizada através da andlise de
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variancia para medidas repetidas (ANOVA). Quando a ANOVA foi significativa foi feito o
teste pos hoc de comparacdo multipla de Tukey.

Foram realizados trés modelos de regressao linear multipla para avaliar os fatores de
predicao para a taxa de metilagdo do DNA na regidao promotora dos genes /[FNy, Serpin B5 ¢
Stratifin (varidveis dependentes) durante o periodo gestacional. As varidveis independentes
utilizadas foram: valores séricos das vitaminas (cobalamina, folato e vitamina Bg) e de
metabolitos no sangue (tHcy e MMA), a idade gestacional e ainda o uso de suplementagao
com acido folico e/ou polivitaminicos (variavel categdrica, sim=1 e ndo=0, o “nao” foi
utilizado como referéncia).

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5% (P < 0,050).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas das gestantes

Foram incluidas neste estudo 183 gestantes, no entanto apenas 96 concluiram o
estudo, colhendo sangue nas idades gestacionais de 16, 28 e 36 semanas. O grupo de 96
gestantes foi por sua vez, dividido em 4 subgrupos, pelo fato de algumas mulheres terem
declarado que estavam fazendo uso ou ndo de suplementacdo com 4&cido fblico e/ou
polivitaminicos em diversas idades gestacionais.

Desta maneira, as mulheres que declararam ndo fazer uso de suplementacdo com
acido folico e/ou polivitaminicos em nenhuma das trés idades gestacionais foram incluidas no
“Grupo 1” (N=44). Aquelas que declararam ter usado suplementa¢do com acido félico e/ou
polivitaminicos em todas as idades gestacionais (16, 28 e 36 semanas) foram incluidas no
“Grupo 27 (N=14); as gestantes que afirmaram ter usado suplementacao apenas no inicio da
gestacdo (até 16 semanas) foram incluidas no “Grupo 3” (N=20) e finalmente, aquelas que
declararam ter usado suplementacdo nas idades gestacionais de 16 e 28 semanas foram
incluidas no “Grupo 4” (N=10). A distribuicdo das gestantes nos 4 subgrupos pode ser
observada na figura 8.

Oito das 96 mulheres fizeram uso de suplementagdo com 4cido folico e/ou
polivitaminicos em idades gestacionais que ndo se enquadraram em nenhuma das condigdes
acima, desse modo, os resultados das 8 mulheres ndo foram incluidos nas analises estatisticas

deste estudo (Figura 8).
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Gestantes que iniciaram o estudo
(N=183)
\ Nio finalizaram o
‘ protocolo (N=87)
Realizaram coletas nas idades gestacionais
de16,28e 36 (N=96)
Uso de acido folico e polivitaminicos?
Néio (N=44) Sim
GRUPO1 (N=52)
Uso em todas as idades Usone inicie da gravidez Uso nas idades gestacionais de Nenhuma das
gestacionais (N=14) (até 16 semanas) (N=20) 16 € 28 semanas (N=10) condi¢des anteriores
GRUPO2 GRUPO3 GRUPO4 (N-=8)

Figura 8 - Casuistica do estudo e classificagdo das gestantes em grupos

4.1.2. Caracteristicas socio-demograficas das gestantes
Na tabela 1 estdo relacionadas as caracteristicas socio-demograficas das gestantes

(N=96), quanto a idade, o numero de gestacdes, a cor da pele, a escolaridade, a ocupacao e

também, quanto a renda per capita.

Tabela 1 - Caracteristicas socio-demograficas das 96 gestantes

Caracteristicas sécio-demograficas

Idade (anos completos) 25,9 (+ 5,6)
Numero de gestagdes (incluindo atual) 2,2 (£ 1,3)
Cor da pele Branca 54,0 (56,3)
Parda 15,0 (15,6)
Negra 26,0 (27,1)
Amarela 1,0 (1,0)
Escolaridade (anos estudados) 8,7 (x2,7)
Ocupacgio (Sim) 51,0 (53,1)
Renda per capita (RS) 276,00 (+ 167,08)

Os valores apresentados correspondem as médias (+ desvios-padrao)



51
Resultados

A média das idades das mulheres foi de 25 anos; as mulheres tiveram em média 2
gestagoes (incluindo a atual) e elas estudaram em média 8,7 anos. A maioria destas gestantes
possui a cor da pele branca (56,3%). Sendo que 51 delas estavam empregadas, e ainda, a

média da renda per capita encontrada foi de RS 276,00.

4.2. Avaliacdo da taxa de metilacio do DNA

Foram realizadas as quantificagdes da taxa de metilacio do DNA na regido
promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin, incluindo o gene de referéncia da f-actina,
em cada idade gestacional das 96 mulheres que completaram o estudo. Correlagdes de
Spearman foram realizadas entre a idade das mulheres e os valores das taxas de metilagao do
DNA na regido promotora dos genes IFFNy, Serpin B5 e Stratifin em cada idade gestacional do
grupo total (Tabela 2).

Tabela 2 - Correlagdes de Spearman entre a idade e os valores das taxas de metilagdo do
DNA na regido promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin em mulheres com diferentes
idades gestacionais

Idade das gestantes™ (N=96)

16 semanas 28 semanas 36 semanas
IFNy e (?31 0 p_ '0?7’83 P _o(,)s’i(;
Serpin B5 Ii})?égg ;:: o?f 113 ;:: 0(,)6,(3);
Stratifin ;_:_0(’)5’275 Pi (()):ggg Ir’:: 0(,)3’2;

IFNy: Gene Interferon gama; N: numero de gestantes. *Foram incluidas todas gestantes incluidas no estudo,
independente do uso de suplementagdo com acido félico e/ou polivitaminicos.

Na tabela 2, pode se observar que ndo houve correlagdo significativa entre a idade e
as taxas de metilacdo do DNA na regido promotora dos genes /FNy, Serpin B5 e Stratifin no
grupo total de gestantes. O intervalo de idade das mulheres variou entre 16 e 39 anos de idade,

com mediana de 25 anos e percentis 25 ¢ 75 de 21 e 30 anos, respectivamente.
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4.3. Correlacoes de Spearman entre as taxas de metilacio do DNA na regido
promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin em mulheres com diferentes idades

gestacionais

Foram realizadas correlagdes de Spearman entre as taxas de metilacio do DNA na
regido promotora dos genes [FNy, Serpin B5 e Stratifin em cada idade gestacional,
considerando o uso ou nao de suplementagdo com acido folico e/ou polivitaminicos (Tabela
3). Desse modo, na idade gestacional de 16 semanas foram incluidas 44 mulheres do grupo
que usou suplementac¢do (Grupos 2, 3 e 4). Na idade gestacional de 28 semanas, o grupo que
usou suplementacdo foi constituido por 24 mulheres (Grupos 2 e 4). E finalmente, na idade
gestacional de 36 semanas, o grupo que usou suplementagao foi constituido de 14 mulheres

(Grupo 2).

Tabela 3 — Correlagdes de Spearman entre os valores das taxas de metilagdo do DNA na
regido promotora dos genes IFNy, Serpin BS5 e Stratifin em gestantes que usaram ou nao
suplementagdo com acido folico e/ou polivitaminicos

Gestantes que NAO USARAM Gestantes que USARAM
suplementac¢io com acido félico e/ou suplementacio com acido félico
polivitaminicos (Grupo 1) ¢/ou polivitaminicos
Idade gestacional  Serpin B5 Stratifin Serpin B5 Stratifin
16 semanas N=44 N=44%*
r= 0,50 r= 0,53 r=0,51 r= 0,46
TNy P=0,001 P <0,001 P <0,001 P=0,002
r=0,53 r=0,41
Serpin B5 P< 0,001 P=0,006
28 semanas N=44 N=24%*
r=0,54 r= 0,49 r=0,43 r=10,21
TNy P< 0,001 P=0,001 P=0,036 P=0,318
r=0,39 r=0,09
Serpin B5 P= 0,009 P= 0,668
36 semanas N=44 N= 14%**
r=0,55 r= 0,41 r=0,31 r=0,27
TNy P< 0,001 P= 0,006 P=0,274 P=0,358
. r=0,52 = 0,06
Serpin B3 P< 0,001 P=0,840

IFNy: Gene Interferon gama; N: nimero de gestantes. As correlagdes significativas foram destacadas em negrito.
* Foram incluidas as mulheres dos grupos 2, 3 € 4 (colheram amostras na 16" semana de gestagio)

** Foram incluidas as mulheres dos grupos 2 ¢ 4 (colheram amostras na 28" semana de gestagio)

**% Mulheres do grupo 2 (aquelas que declararam que usaram suplementagdo com acido folico e/ou
polivitaminicos em todas as idades gestacionais - 16, 28 e 36 semanas)
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Na tabela 3, pode se observar que houve correlacdo significativa entre as taxas de
metilacdo do DNA na regido promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin (P<0,050) no
grupo de gestantes que ndo usou suplementagdo com acido folico e/ou polivitaminicos nas
trés idades gestacionais estudadas. No entanto, o mesmo ndo aconteceu no grupo das
mulheres que usou suplementacdo. Apenas na idade gestacional de 16 semanas foram
encontradas correlagdes significativas entre as taxas de metilagdo do DNA nos trés genes.

Na 28" semana de gravidez, houve correlagdo significativa entre as taxas de
metilagdo do DNA na regido promotora dos genes /FNy e Serpin B5, ndo sendo observada
correlacdo entre as taxas de metilagdo quando a comparacdo foi realizada com o gene
Stratifin. Na 36® semana, nenhuma correlacao significativa foi encontrada entre as taxas de

metilacao nos trés genes.

4.4. Correlacoes de Spearman entre as taxas de metilacio do DNA na regido
promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin em mulheres com idades gestacionais de

16, 28 e 36 semanas, e as concentracoes de vitaminas e de metabolitos

Na tabela 4 estdo apresentadas as correlagdes de Spearman entre as taxas de
metilagcdo do DNA ¢ as concentragdes de vitaminas ¢ de metabolitos em mulheres com idade

gestacional de 16 semanas.
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Tabela 4 - Correlacdes de Spearman entre os valores das taxas de metilagdo do DNA na
regido promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin e as concentragdes de vitaminas e
metabolitos em mulheres que usaram ou ndo suplementacdo com acido félico e/ou
polivitaminicos na 16" semana de gesta¢do

. Gestantes que NAO USARAM Gestantes que USARAM
Idade gestacional ~ (el e ~ f e e
de 16 suplementacio com acido félico e/ou suplementac¢io com acido félico e/ou
¢ 10 semanas polivitaminicos (Grupo 1, N=44) polivitaminicos (N= 44%)

IFNy Serpin B5 Stratifin IFNy Serpin B5 Stratifin
Cobalamina sérica r=0,09 r=-0,18 r=-0,15 r=0,01 r=0,27 r=-0,11
° 1na seriea  p_0,557  P=0,261 P=0,334 P=0954 P=0076  P=0,469
Folato séri r=0,01 r=0,19 r=-0,05 r=-0,15 r=-0,25 r=-0,14
olato serico P=0,976 P=0,194 P=0,735 P=0366 P=0114  P=0393
Folato eritrocitiri r=-0,17 r=0,01 r=-0,11 r=-0,16 r=-0,42 r=-0,21
olato eritrocttarto — p_ 5768 P=10,960 P=0,473 P=0,302 P=0,040 P=0,179
Vitamina B r=-0,10 r=-0,01 r=-0,32 r=0,13 r=0,27 r=-0,28
tamina Be P=0,530 P=0,959 P=0,035 P=0,506 P=0,164 P=0,155
SAM r=0,09 r=0,07 r= 0,06 r=0,01 r=-0,06 r=-0,08
P=0,588  P=0,659 P=0,727 P=0,978 P=0,756 P=0,670

SAH r=-0,17 r=-0,23 r=-0,18 r=0,31 r=-0,10 r=0,19
P=0,265 P=0,133 P=0,251 P=0,088 P=10,583 P=0,301
. r=0,14 r=0,23 r=0,17 r=-0,22 r=0,22 r=-0,37
Razio SAM/SAH  _ (396 p=0.147  P=0.265 P=0243 P=0239  P=0,043

MMA r=0,18 r=0,16 r= 0,04 r=0,03 r=-0,11 r=0,22
P=0,255 P=0,305 P=0,786 P=0,862 P=0,489 P=0,157

1 r=0,16 r=-0,05 r=-0,20 r=0,10 r=0,07 r=0,29
<y P=0,293 P=0,762 P= 0,202 P=0,503 P=0,643 P= 0,054

IFNy: Gene Interferon gama; SAM: S-adenosilmetionina, SAH: S-adenosilhomocisteina, MMA: é&cido
metilmalonico, tHcy: homocisteina total; N: nimero de gestantes.

* Foram incluidas as mulheres dos grupos 2, 3 € 4 (colheram amostras na 16" semana de gestagio).

As correlagdes significativas foram destacadas em negrito.

As concentragdes de folato eritrocitario foram inversamente associadas com a taxa de
metilacdo do DNA no gene Serpin B5 (r= -0,42; P= 0,040), no grupo de gestantes que
declaram ter feito uso de suplementacdo com acido foélico e/ou polivitaminicos, na idade
gestacional de 16 semanas.

A concentragdo da vitamina Bg foi inversamente associada com a taxa de metilacao
do DNA no gene Stratifin (r=-0,32; P= 0,035), no grupo de gestantes que afirmaram nao ter
usado suplementacdo com acido fbélico e/ou polivitaminicos na idade gestacional de 16
semanas. Foi observada correlagdo inversa entre os valores da razao SAM/SAH ¢ taxa de
metilagdo do DNA no gene Stratifin (= -0,37; P= 0,043), no grupo que usou suplementagao,

na 16® semana de gestacao.
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Na tabela 5, foram realizadas correlagdes de Spearman entre as taxas de metilagao do
DNA e as concentragdes de vitaminas e de metabdlitos em mulheres com idade gestacional de

28 semanas.

Tabela 5 - Correlacdes de Spearman entre os valores das taxas de metilagdo do DNA na
regido promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin e as concentragdes de vitaminas e
metabolitos em mulheres que usaram ou ndo suplementacdo com acido folico e/ou
polivitaminicos na 28" semana de gesta¢do

. Gestantes que NAO USARAM Gestantes que USARAM
Idade gestacional < C e = C e et
de 28 suplementac¢io com acido félico e/ou suplementacio com acido félico e/ou
¢ semanas polivitaminicos (Grupo 1, N=44) polivitaminicos (N= 24%*)

IFNy Serpin B5  Stratifin IFNy Serpin B5  Stratifin

Cobalamina sérica r=-0,01 r=-0,21 r=0,09 r=0,45 r= 0,46 r=0,25
0 1na seric P=0,959  P=0,178  P=0,585 P=0,069 P=0064  P=0,343
Folato séri r=-0,15 r=0,11 r=-0,25 r=-0,35 r=-0,26 r=-0,00
olato serico P=0345 P=0478  P=0,105 P=0,091 P=0213  P=00986

Folat itrocitari r=-0,10 r=0,10 r=-0,17 r=-0,30 r=-0,33 r=0,05
olato eritroctfarlo — p_4970  P=0,970  P=0.283 P=0,158 P=0,117 P=0,821

Vitamina B r=0,10 r=0,02 r=-0,07 r=0,03 r=0,51 r=0,32
tamina Be P=0,522 P=0922 P=0,644 P=0,936 P=0078  P=0,288

SAM r= 0,00 r=-0,17 r=-0,09 r= 0,06 r=0,25 r=0,26
P=0,998 P=0,279 P= 0,580 P=0,816 P=0,353 P=0,338
SAH r=-0,08 r=10,08 r=-0,11 r=-0,47 r=-0,13 r=-0,38
P=0,606 P= 0,606 P= 0,496 P=0,070 P=0,644 P=10,144

. r=0,05 r=-0,23 r=10,07 r=0,52 r=0,24 r=0,13
Razdo SAM/SAH 755 p=0148  P=0,650 P=0,040 P=0362 P=0,641
MMA r=-0,21 r= 0,06 r=-0,18 r=-0,02 r=-0,09 r=-0,18
P=10,166 P=10,725 P=0,247 P=0,932 P=0,680 P= 0,407

H r=0,12 r=0,10 r=-0,06 r=-0,16 r=0,10 r=0,12
<y P=0434 P=0542 P=0,679 P=0,444 P=0746  P=0,580

IFNy: Gene Interferon gama; SAM: S-adenosilmetionina, SAH: S-adenosilhomocisteina, MMA: Acido
metilmaldnico, tHey: Homocisteina total; N: nimero de gestantes.

* Foram incluidas as mulheres dos grupos 2 e 4 (colheram amostras na 28" semana de gestagio).

As correlagdes significativas foram destacadas em negrito.

A razao SAM/SAH foi diretamente correlacionada com a taxa de metilagdo do DNA

na regido promotora do gene /FNy (r= -0,52; P= 0,040), na idade gestacional de 28 semanas.

As correlagdes de Spearman entre as taxas de metilagdo do DNA dos genes
estudados e as concentragoes de vitaminas e de metabolitos em mulheres com idade

gestacional de 36 semanas estdo apresentadas na tabela 6.
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Tabela 6 - Correlacdes de Spearman entre os valores das taxas de metilagdo do DNA na
regido promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin e as concentragdes de vitaminas e
metabolitos em mulheres que usaram ou ndo suplementacdo com acido félico e/ou
polivitaminicos na 36" semana de gesta¢do

. Gestantes que NAO USARAM Gestantes que USARAM
Idade gestacional ~ (el e < Ce et
de 36 suplementacio com acido félico e/ou suplementacio com acido félico e/ou

€ 50 semanas polivitaminicos (Grupo 1, N=44) polivitaminicos (N= 14%)
IFNy Serpin B5 Stratifin IFNy Serpin B5  Stratifin
Cobalamina sérica r=0,23 r=0,03 r=0,16 r=-0,14 r=043 r=-0,37
° maserica - p_o132  P=0_871 P=0,320 P=0689 P=0,190  P=0259
Folato séri r=0,13 r=0,34 r=0,12 r=-0,12 r=-0,32 r=-0,16
olato serico P=0397  P=10,023 P=0,423 P=0681 P=0267 P=0,584
Folato eritrocitari r=0,26 r=0,17 r=0,26 r=-0,65 r=-0,40 r=-0,46
olato eritrocttarto — p_ 5086  P=0,280 P=0,095 P=0,011 P=0,159  P=0,098

Vitamina B r=0,16 r=0,02 r=0,01 r=-0,04 r=-0,25 r=0,32
ftamina Be P=0317  P=0,903 P=10,953 P=0939 P=0,589  P=0482

SAM r=0,19 r= 0,08 r=0,10 r=-0,36 r=-0,20 r=0,15
P=0,216 P=0,614 P=10,544 P=0,310 P=0,580 P=10,676

SAH r=0,18 r=0,11 r=0,21 =-0,56 1r=-0,53 r=0,48
P=10,246 P= 0,496 P=10,170 P=0,092 P=0,115 P=10,165
~ r=-0,04 r=-0,04 r=-0,17 r=0,31 r=0,32 r=-0,52
Razdo SAM/SAH p_(g15  P-0815  P=0286  P=0385 P=0365 P=0,128

MMA r=0,01 r=0,12 r=-0,16 r=0,31 r=0,31 r=0,16
P=0,974 P=10,427 P=10,306 P=0,274 P=0,288 P=10,59%4

H r= 0,06 r=0,15 r=-0,20 r=0,18 r=0,26 r=0,15
<y P=0,680 P=0,318 P=0,186 P=0536 P=0377 P=0614

IFNy: Gene Interferon gama; SAM: S-adenosilmetionina, SAH: S-adenosilhomocisteina, MMA: 4&cido
metilmaldnico, tHcy: homocisteina total; N: numero de gestantes. * Foram incluidas as mulheres do grupo 2
(aquelas que declararam que usaram suplementagdo com acido folico e/ou polivitaminicos em todas as idades
gestacionais - 16, 28 e 36 semanas). As correlagdes significativas foram destacadas em negrito.

As concentracdes de folato sé€rico foram associadas significativamente com a taxa de
metilacdo do DNA no gene Serpin B5 (r= 0,34; P= 0,023), no grupo de gestantes que
afirmaram nao ter usado suplementag¢do com écido folico e/ou polivitaminicos (Grupo 1), na
idade gestacional de 36 semanas. No entanto, no grupo de gestantes que afirmou ter usado
suplementagdo, as concentragdes folato eritrocitario foram associadas inversamente com a

taxa de metilacao no gene /FNy (= -0,65; P=10,011), na idade gestacional de 36 semanas.

4.5. Comparacio entre as medianas das taxas de metilacio do DNA na regido
promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin em mulheres com diferentes idades
gestacionais, nos grupos que fizeram ou nao uso de suplementaciao com acido félico e/ou

polivitaminicos
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As medianas das taxas de metilacio do DNA na regido promotora dos trés genes

estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Comparagao entre as medianas das taxas da metilacgdo do DNA na regido
promotora dos genes [FNy, Serpin B5 e Stratifin nos grupos que fizeram ou ndo uso de
suplementag@o com acido folico e/ou polivitaminicos

Gestantes que NAO USARAM Gestantes que USARAM Teste de
suplementaciio com acido folico e/ou suplementacio com acido folico Mann Whitney
polivitaminicos (Grupo 1) ¢/ou polivitaminicos P valor

16 semanas N=44 N=44*
IFNy 118,9 (94,0 - 177,2) 97,2 (82,3 -134,2) 0,031
Serpin B5 117,0 (81,7 — 138,6) 88,0 (66,5 —120,9) 0,042
Stratifin 97,5 (76,6 — 112,0) 105,4 (79,1 — 120,7) 0,305
28 semanas N=44 N=24%%*
IFNy 121,9 (93,7 -167,2) 92,3 (70,9 -114,5) 0,002
Serpin B5 117,0 (84,8 — 138,5) 86,6 (65,3 —102,7) 0,006
Stratifin 90,0 (74,5 -117,8) 89,6 (79,1 —102,7) 0,564
36 semanas N=44 N= 14%%*
IFNy 114,2 (81,3 -153,4) 94,2 (76,5 — 126,6) 0,203
Serpin B5 105,0 (77,3 - 133,9) 89,0 (76,1 — 115,9) 0,300
Stratifin 81,8 (71,7 -139,5) 90,2 (75,6 —99,2) 0,611

Os valores apresentados sdo medianas (percentis 25 e 75). IFNy: Gene Interferon gama; N: nimero de gestantes;
*  Foram incluidas as mulheres dos grupos 2, 3 ¢ 4 (colheram amostras na 16" semana de gravidez); ** Foram
incluidas as mulheres dos grupos 2 e 4 (colheram amostras na 28" semana de gravidez); *** Mulheres do grupo
2 (aquelas que declararam que usaram suplementacdo com acido folico e/ou polivitaminicos em todas as idades
gestacionais - 16, 28 e 36 semanas). As comparagdes significativas foram destacadas em negrito.

Houve diferenca significativa entre as medianas das taxas de metilagdo do DNA na
regido promotora do gene /FNy e do gene Serpin B5, nos grupos que usaram ou nao
suplementagdo com acido folico e/ou polivitaminicos, nas idades gestacionais de 16 e 28

semanas (Tabela 7).

4.6. Médias geométricas das taxas de metilacio do DNA na regiio promotora
dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin em mulheres com diferentes idades gestacionais,

nos quatro subgrupos e no grupo total

Na tabela 8 estdo apresentadas as médias geométricas das taxas de metilagdo do
DNA na regido promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin em cada idade gestacional

nos quatro subgrupos e no grupo total.
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Tabela 8 - Avaliacdo da taxa de metilagdo do DNA na regido promotora dos genes /FNy,
Serpin B5 e Stratifin em cada idade gestacional nos quatro subgrupos e no grupo total

16 semanas

Idade gestacional
28 semanas

36 semanas

Media geométrica (IC 95%)

IFNy (%)

Grupo 1 (N=44)
Grupo 2 (N=14)
Grupo 3 (N=20)
Grupo 4 (N=10)
Grupo total (N=88)

Serpin B5 (%)
Grupo 1 (N=44)
Grupo 2 (N=14)
Grupo 3 (N=20)
Grupo 4 (N=10)
Grupo total (N=88)

Stratifin (%)
Grupo 1 (N=44)
Grupo 2 (N=14)
Grupo 3 (N=20)
Grupo 4 (N=10)
Grupo total (N=88)

127,6 (110,3 — 147,7)
102,1 (82,8 — 125,9)
112,7 (90,9 — 139,7)
89,8 (67,4 — 119,6)
115,0 (104,4 — 126,8)

113,6 (93,3 — 138,2)
98,1 (81,4 118,2)
87,7 (67,9 — 113,2)
91,7 (70,2 — 119,8)
102,1 (90,7 — 115,0)

94.4 (81,1 - 109,8)
93,4 (81,8 — 106,8)
101,9 (87,7 — 118.,4)
100,4 (78,4 — 128,4)
96,6 (88,6 — 105,3)

117,6 (95,5 — 144,7)
97,7 (80,7 — 118,4)
97,5 (82,8 — 114,8)
81,6 (64,8 — 102,7)
105,0 (93,5 — 117,9)

100,1 (80,0 — 125,2)
87,6 (74,7 — 102,6)
80,6 (64,0 — 101,5)
84,8 (66,8 — 107,5)
91,5 (80,7 — 103,8)

85,6 (69,8 - 104,8)
82,2 (72,7 — 92.8)
81,2 (69,4 — 95,1)
95,6 (81,4 — 112,4)
85,1 (76,4 — 94.8)

126,4 (106,4 — 150,1)
92,0 (66,6 — 127,0)
100,1 (80,8 — 123,9)
99,1 (73,0 — 134,6)
110,8 (98,9 — 124,2)

100,0 (85,8 — 116,6)
90,8 (77,6 — 106,3)
90,3 (74,7 — 109,1)
110,5 (72,5 — 168.,4)
97,3 (88,3 — 107.,3)

85,9 (77,7 - 95,1)
88,3 (78,8 — 99,1)
90,7 (77,0 — 106,8)
118,6 (83,3 — 168.9)
90,6 (84,2 — 97,6)

IFNy: Gene Interferon gama; Grupo 1: Gestantes que ndo usaram suplementagdo com acido félico e/ou polivitaminicos em
nenhuma das trés idades gestacionais; Grupo 2: Gestantes que usaram suplementacdo com acido folico e/ou polivitaminicos
em todas as idades gestacionais (16, 28 e 36 semanas); Grupo 3: Gestantes que usaram suplementagdo com acido folico e/ou
polivitaminicos apenas no inicio da gestacdo (até 16 semanas); Grupo 4: Gestantes que usaram suplementagdo com acido
folico e/ou polivitaminicos nas idades gestacionais de 16 e 28 semanas; Grupo total: Todas gestantes incluidas no estudo,
independente do uso de suplementagdo com acido folico e/ou polivitaminicos; IC: intervalo de confianga; N: niimero de
gestantes.

Nao houve diferenca significativa entre as taxas de metilacdo do DNA de leucocitos
na regido promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin segundo a idade gestacional (16, 28
e 36 semanas) em todos os grupos estudados (Tabela 8). No entanto, as taxas de metilacao do
DNA no gene /FNy do grupo 1 (mulheres que ndo usaram suplementa¢ao com acido folico
e/ou polivitaminicos em nenhuma idade gestacional) foram maiores quando comparadas as
taxas de metilagdo dos demais grupos (P= 0,001), Figura 9. Nao houve diferenca entre as
taxas de metilagdo do DNA no gene /FNy segundo as idades gestacionais (P= 0,463) e ndo
houve diferenca quando considerado a interagao idade gestacional e grupo (P= 0,991), Tabela

8.
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Figura 9 — Valores das médias geométricas das taxas de metilagdo do DNA na regido promotora do gene /FNy
em cada idade gestacional e grupo. Nao houve diferenca nas taxas de metilagdo do DNA do gene /FNy entre as
idades gestacionais (P= 0,463). Nao houve diferenca quando considerado a interag@o idade gestacional e grupo
(P=0,991). Houve diferenca significativa entre os grupos (P= 0,001), onde o grupo 1 foi diferente do 2 (P=
0,017), do 3 (P=0,035) e do 4 (P=0,008), avaliados através do teste pos-hoc de Tukey. Grupo 1, N=44; Grupo 2,
N=14; Grupo 3, N=20; Grupo 4, N=10.

Nao houve diferencga entre as taxas de metilagdo do DNA na regido promotora do
gene Serpin B5 segundo as idades gestacionais (P= 0,319). Nao houve diferenca entre os
grupos (P= 0,238) e também nao houve diferenca quando considerado a interagdo idade

gestacional e grupo (P=0,890), Figura 10.
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Figura 10 — Valores das médias geométricas das taxas de metilagdo do DNA na regido promotora do gene
Serpin B5 em cada idade gestacional e grupo. Nao houve diferenca entre as taxas de metilagdo do DNA do gene
Serpin B5 segundo as idades gestacionais (P=0,319). Nao houve diferenca entre os grupos (P=0,238) e também
ndo houve diferenga quando considerado a interagdo idade gestacional e grupo (P= 0,890). Grupo 1, N=44;
Grupo 2, N=14; Grupo 3, N=20; Grupo 4, N=10.
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Na figura 11, pode se observar que nao houve diferenga nas taxas de metilagdo do

DNA na regido promotora do gene Stratifin segundo as idades gestacionais (P= 0,242),

segundo os grupos (P=0,531) e também nao houve diferenga quando considerado a interagao

idade gestacional e grupo (P=0,777).
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Figura 11 — Valores das médias geométricas das taxas de metilagdo do DNA na regido promotora do gene
Stratifin em cada idade gestacional e grupo. Ndo houve diferenca nas taxas de metilagdo do DNA do gene
Stratifin segundo as idades gestacionais (P= 0,242), segundo os grupos (P= 0,531) e também ndo houve
diferenca quando considerado a interagdo idade gestacional e grupo (P=0,777). Grupo 1, N=44; Grupo 2, N=14;

Grupo 3, N=20; Grupo 4, N=10.

4.7. Médias geométricas das concentracdes das vitaminas e de metabolitos em

cada idade gestacional nos quatro subgrupos e no grupo total de gestantes

Na Tabela 9 estdo apresentadas as médias geométricas das concentragdes das

vitaminas e de metabolitos em cada idade gestacional (16, 28 e 36 semanas) nos quatro

subgrupos e no grupo total de gestantes.
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Tabela 9 — Concentracao das vitaminas (cobalamina, folato sérico e eritrocitario e vitamina
Bs) e dos metabolitos (tHcy, MMA, SAM, SAH e razio SAM/SAH) em cada idade
gestacional nos quatro subgrupos e no grupo total

Concentracoes das
vitaminas e metabdlicos

16 semanas

Idade gestacional
28 semanas

36 semanas

Média geométrica (IC 95%)

Cobalamina (pmol/L)
Grupo 1 (N=44)
Grupo 2 (N=14)

Grupo 3 (N=20)

Grupo 4 (N=10)

Grupo total (N=88)
Folato sérico (nmol/L)
Grupo 1 (N=44)
Grupo 2 (N=14)

Grupo 3 (N=20)

Grupo 4 (N=10)

Grupo total (N=88)
Folato eritrocitario (nmol/L)

235,6 (205,1 - 270,6)
275,5 (216,6 — 350,3)
246,9 (201,6 — 302,4)
251,8 (188,1 —337,3)
245,9 (224,3 - 269,7)

20,7 (17,2 - 24,8)
56,3 (42,0 — 75,4)
36,2 (29,0 — 45,4)
38,5 (23,8 - 62,1)
29,4 (25,4 — 33.,9)

192,2 (170,7 - 216,5)
222,5 (180,4 — 274,4)
183,3 (155,3 - 216.3)
195,8 (156,2 — 245.3)
195,0 (180,4 —210,9)

20,4 (17,3 — 24,0)
47,3 (33,6 — 66,5)
26,6 (22,0 - 32,2)
46,3 (24,1 — 88,7)
27,2 (23,6 - 31,3)

174,1 (154.8 -195,9)

188,9 (152,3 —234,2)
170,7 (140,3 — 207,6)
178,8 (134,1 —238,4)
176,1 (162,2 — 191,2)

20,2 (17,9 - 22,8)
43,4 (32,0 — 59,0)
21,9 (19,1 — 25,2)
42,2 (20,0 — 88,8)
252 (22,2 - 28,7)

Grupo 1 (N= 44) 1071,3 (950,5 — 1207,4) 1157,0 (1051,1 — 1273.6) 1164,2 (1042,6 — 1299.9)

Grupo 2 (N=14) 1552,7 (1209 — 1992,7) 2042,3 (1707,7 —2442,6) 1861,3 (1527,5 — 2268,0)
Grupo 3 (N=20) 1226,4 (900,1 — 1670,9) 1554,2 (1352,1 — 1786,4) 1304,1 (1145,1 — 1485,2)
Grupo 4 (N=10) 1386,4 (964,8 —1992,2) 1980,9 (1354,7 — 2896,5) 1846,8 (1201,7 — 2838,3)

Grupo total (N=88) 1206,8 (1086,4 — 1340,5) 1439,7 (1319,6 — 1570,7) 1356,5 (1241,1 — 1482,6)

Vitamina B4 (nmol/L)
Grupo 1 (N=44)
Grupo 2 (N=14)
Grupo 3 (N=20)
Grupo 4 (N=10)
Grupo total (N=88)
tHey (nmol/L)
Grupo 1 (N=44)
Grupo 2 (N=14)
Grupo 3 (N=20)
Grupo 4 (N=10)
Grupo total (N=88)
MMA (nmol/L)
Grupo 1 (N=44)
Grupo 2 (N=14)
Grupo 3 (N=20)
Grupo 4 (N=10)
Grupo total (N=88)
SAM (nmol/L)
Grupo 1 (N=43)
Grupo 2 (N=11)
Grupo 3 (N=14)
Grupo 4 (N=06)
Grupo total (N=74)
SAH (nmol/L)
Grupo 1 (N=43)
Grupo 2 (N=12)
Grupo 3 (N=14)
Grupo 4 (N=06)
Grupo total (N=75)
SAM/SAH

Grupo 1 (N=43)
Grupo 2 (N=10)
Grupo 3 (N=14)
Grupo 4 (N=06)
Grupo total (N=73)

14,4 (13,3 - 15,4)
11,8 (9,7 — 14,3)
12,9 (11,7 - 14,3)
11,9 (9,7 — 14,5)
13,3 (12,6 — 14,1)

4,5(4,2-49)
3,9 (3,3 4.,6)
3,9(3,5-43)
4,0 (3.4-4,7)
42 (4,0 -4,5)

159,2 (133,0 — 190,5)
160,5 (112,7 — 228.7)
157,9 (129,8 — 192,1)
128,7 (103,3 — 160,4)
155,2 (138,7 — 173,6)

59.3 (56,1 — 62,7)
57,3 (51,3 — 64,0)
59,1 (52,6 — 66,6)
61,4 (57,9 — 65,2)
59,2 (56,8 — 61,6)

10,2 (9,4 — 11,1)
9,6 (8,2 11,4)
11,9 (9,6 — 14,7)
10,1 (7,8 — 13,1)
10,4 (9,7 - 11,1)

58(53-63)
5,9 (5,1 -6.,8)
5,5(4,8-62)
6,0 (4,7-17.7)
58 (54-6,1)

16,0 (14,8 — 17,2)
11,0 (9,2 - 13,2)

12,7 (11,5 - 14,1)
13,9 (11,8 - 16,3)
14,1 (13,2 - 14,9)

4,33,9-4,7)
3,8(3,3-44)
393,6-42)
4,0 (3,6—-43)
4,1(3,9-43)

196,6 (166,3 — 232.4)
201,7 (145,3 — 280.2)
160,8 (131,4 — 196,7)
155,6 (113,3 — 213,6)
183,6 (164,5 — 205,0)

59,4 (56,0 — 62,9)
55,2 (48,9 — 62,3)
58,9 (53,1 — 65,3)
62,1 (48,3 — 80,0)
58,8 (56,3 — 61,4)

10,5 (9,8 — 11,2)
11,9 (8,9 — 16,0)
12,9 (11,0 - 15,1)
13,1 (9,8 - 17,5)
11,3 (10,6 — 12,1)

56(52-6,1)
4,6(33-64)
4,7 (4,0-5.5)
5,0 (4,1-5.9)
5.2 (4,9 5.,6)

17,4 (16,0 — 19,0)
12,9 (10,9 — 15,4)
14,7 (13,1 - 16,5)
15,6 (12,6 — 19,4)
15,8 (14,8 — 16,3)

4.8 (44-52)
43 (3,7-5,0)
4,5 (4,1 -5,0)
4,5 (4,0 - 5,0)
4,6 (4,4 —4,8)

230,9 (192,2 - 277.3)
224,0 (165,1 —304,8)
205,7 (168,6 — 250,9)
186,5 (156,3 — 222.6)
218,5 (195,6 — 244,1)

64,3 (60,8 — 67.9)
65,4 (57,9 - 73,7)
63,0 (57,8 — 68.7)
78,2 (62,8 — 97.5)
65,1 (62,4 - 67.9)

12,1 (11,0 - 13,2)
12,4 (10,2 — 15,0)
12,2 (10,6 — 14,1)
16,7 (11,9 — 23,4)
12,4 (11,6 — 13,3)

54(50-5.7)
53(4.2-6.,6)
5.1(4,5-5.8)
4,5(3,6-5,7)
52(49-5.5)

SAM: S-adenosilmetionina, SAH: S-adenosilhomocisteina, MMA: acido metilmalonico, tHcy: homocisteina total; IC:
intervalo de confianga; N: nimero de gestantes. Grupo 1: Gestantes que declararam ndo fazer uso de suplementagdo com
acido folico e/ou polivitaminicos em nenhuma das trés idades gestacionais; Grupo 2: Gestantes que declararam ter usado
suplementagdo com acido folico e/ou polivitaminicos em todas as idades gestacionais (16, 28 e 36 semanas); Grupo 3:
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Gestantes que afirmaram ter usado suplementag@o com acido folico e/ou polivitaminicos apenas no inicio da gestagdo (até 16
semanas); Grupo 4: Gestantes que declararam ter usado suplementagdo com acido folico e/ou polivitaminicos nas idades
gestacionais de 16 e 28 semanas; Grupo total: Todas gestantes incluidas no estudo, independente do uso de suplementacdo
com acido folico e/ou polivitaminicos.

A concentra¢do de cobalamina sérica diminuiu significativamente a partir da idade
gestacional de 16 semanas quando comparada as concentragdes desta vitamina na 28* e 36*
semana de gestacao (P<0,001) em todos os grupos. Nao houve diferenga das concentragdes
desta vitamina entre 28 ¢ 36 semana de gestacao (P= 0,401). Nao houve diferenca entre os
grupos (P=0,425) e também nao houve diferenca entre as concentracdes de cobalamina sérica

quando considerado a interacdo idade gestacional e grupo (P=0,994), Figura 12.
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Figura 12 — Valores das médias geométricas das concentragdes de cobalamina sérica em cada idade gestacional
e grupo. Nao houve diferenga entre os grupos (P= 0,425). Nao houve diferenca entre as concentragdes de
cobalamina sérica quando considerado a interacdo grupo e idade gestacional (P=0,994). Houve diferenca
significativa entre as concentragdes de cobalamina nas idades gestacionais de 16 e 28 semanas (P<0,001) ¢ 16% ¢
36 semana de gestagdo (P<0,001), avaliada através do teste pds-hoc de Tukey. Grupo 1, N=44; Grupo 2, N=14;
Grupo 3, N=20; Grupo 4, N=10.

A concentragdo de folato sérico foi significativamente menor no grupo 1 quando
comparada as concentragdes desta vitamina nos grupos 2 (P<0,001) e 4 (P<0,001). O grupo 2
foi diferente do 3 (P<0,001) e o grupo 3 foi diferente do 4 (P<0,001). Nao houve diferenca
significativa entre as idades gestacionais de 16, 28 e 36 semanas (P= 0,533) em todos os
grupos ¢ também ndo houve diferenca entre as concentracdes de folato sérico quando

considerado a interacdo idade gestacional e grupo (P=0,084), Figura 13.
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Figura 13 — Valores das médias geométricas das concentracdes de folato sérico em cada idade gestacional e
grupo. Nao houve diferenca entre as idades gestacionais de 16, 28 e 36 semanas (P= 0,533). Houve diferenga
significativa entre as concentragdes de folato sérico nos grupos 1 e 2 (P<0,001), grupo 1 ¢ 4 (P<0,001), grupo 2
e 3 (P<0,001) e grupo 3 e 4 (P<0,001), avaliado através do teste pds-hoc de Tukey. Nao houve diferenca entre
as concentragdes de folato sérico quando considerado a interagdo idade gestacional e grupo (P= 0,084). Grupo
1, N=44; Grupo 2, N=14; Grupo 3, N=20; Grupo 4, N=10.

A concentragdo de folato eritrocitario foi significativamente menor no grupo 1

quando comparada com as concentragdes desta vitamina nos grupos 2 (P<0,001), 3 (P<0,016)

e 4 (P<0,001). Houve diferenca significativa entre os grupos 2 e 3 (P<0,001) e entre os grupos

3 e 4 (P<0,001). A concentragdo de folato eritrocitario foi maior na idade gestacional de 28

semanas quando comparada com a 16* semana de gestacdo (P<0,015). Nao houve diferenca

entre as concentracdes de folato eritrocitario quando considerada a interacao idade gestacional

e grupo (P=0,099), Tabela 9 e Figura 14.
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Figura 14 — Valores das médias geométricas das concentragdes de folato eritrocitario em cada idade gestacional
e grupo. Houve diferenga significativa entre as idades gestacionais (P= 0,026). Estas diferengas ocorreram entre
16* e 28" semana de gestacao (P<0,015). Houve diferenga significativa entre os grupos (P<0,001), o grupo 1 ¢
diferente do 2 (P<0,001), houve diferenca entre os grupos 1 e 3 (P<0,016), entre os grupos 1 e 4 (P<0,001),
diferenga entre os grupos 2 e 3 (P<0,001) e entre 3 e 4 (P<0,001) avaliado através do teste pos-hoc de Tukey.
Nao houve diferenca entre as concentragcdes de folato eritrocitario quando considerado a interagdo idade
gestacional e grupo (P=0,099). Grupo 1, N=44; Grupo 2, N=14; Grupo 3, N=20; Grupo 4, N=10.

A concentracdo de vitamina Bg na 36* semana de gravidez foi significativamente
maior do que aquelas encontradas na 16" ¢ 28" semana gestacional (P= 0,001). O grupo 1
apresentou maiores concentragdes de vitamina Bg, diferindo dos outros grupos estudados
(P<0,001). Nao houve diferenca entre as concentragdes de vitamina Bs quando considerado a

interacao idade gestacional e grupo (P=0,795), Figura 15.
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Figura 15 — Valores das médias geométricas das concentragdes de vitamina B¢ em cada idade gestacional e
grupo. Houve diferenga significativa nas concentragdes de vitamina By segundo as idades gestacionais
(P=0,001), as concentragdes de vitamina By foram diferentes entre a 16* ¢ 36* semana de gestagdo (P<0,001) e
entre a 28 ¢ 36" semana de gestacdo (P<0,007). Houve diferenca significativa entre os grupos (P<0,001), o grupo
1 é diferente do 2 (P<0,001), é diferente do 3 (P<0,001) e ¢ diferente do 4 (P<0,045), avaliado através do teste
pos-hoc de Tukey. Nao houve diferenga entre as concentragdes de vitamina Bg quando considerado a interagao
idade gestacional e grupo (P=0,795). Grupo 1, N=44; Grupo 2, N=14; Grupo 3, N=20; Grupo 4, N=10.

Na Tabela 10 estdo apresentadas as correlagdes de Spearman entre as concentragdes
de vitamina Bg sérica e de folato (sérico e eritrocitario) em cada idade gestacional (16, 28 e 36

semanas).
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Tabela 10 — Correlagdo entre as concentragdes de vitamina Bg sérica e de folato (sérico e
eritrocitario) do grupo total, nas trés idades gestacionais

Vitamina Bg

16 semanas 28 semanas 36 semanas
16 semanas
r=-0,22
Folato sérico P=0,029
n=96
r=-0,30
Folato eritrocitario P =0,002
n=96
28 semanas
r=-0,29
Folato sérico P =0,003
n=96
r=-0,31
Folato eritrocitario P =0,001
n=96
36 semanas
r=-0,29
Folato sérico P =0,003
n=96
r=-0,13
Folato eritrocitario P=0,198
n= 96

Grupo total: Todas gestantes incluidas no estudo, independente do uso de suplementacdo com acido folico e/ou
polivitaminicos. As correlagdes significativas foram destacadas em negrito.

As concentragdes séricas de vitamina Bg foram inversamente associadas com as
concentragdes de folato sérico, na 16* (P= 0,029), 28* (P= 0,003) e 36® semana gestacional
(P=0,003). As concentragdes da vitamina B também foram inversamente associadas com as
concentragdes de folato eritrocitario na idade gestacional de 16 e 28 semanas (P= 0,002 e
P=0,001 respectivamente), no entanto, na 36" semana gestacional ndo houve correlagdo entre

as concentragdes s€ricas destas vitaminas (P= 0,198), Tabela 10.

Houve diferenca significativa entre as concentragdes de homocisteina total (tHcy)
nos grupos (P= 0,014), o grupo 1 foi diferente do 2 (P<0,027) e diferente do grupo 3
(P<0,013). Houve diferenca significativa entre as idades gestacionais de 28 ¢ 36 semanas
(P<0,010). Nao houve diferenca entre as concentragdes de tHcy quando considerado a

interacao idade gestacional e grupo (P=0,993), Figura 16.
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Figura 16 — Valores das médias geométricas das concentracdes de homocisteina total (tHcy) em cada idade
gestacional e grupo. Houve diferenga nas concentracdes de tHecy segundo as idades gestacionais (P= 0,025), esta
diferenga aconteceu nas idades gestacionais de 28 e 36 semanas (P<0,010). Houve diferenca nas concentracdes de
tHey nos grupos (P= 0,014), o grupo 1 foi diferente do 2 (P<0,027) e diferente do 3 (P<0,013), quando avaliado
através do teste pds-hoc de Tukey. Nao houve diferenca entre as concentragdes de tHcy quando considerado a
interacdo idade gestacional e grupo (P=0,993). Grupo 1, N=44; Grupo 2, N=14; Grupo 3, N=20; Grupo 4, N=10.

As concentragdes do acido metilmalonico (MMA) foram maiores na idade
gestacional de 36 semanas quando comparadas as concentragdes de MMA da idade
gestacional de 16 semanas (P<0,003). Nao houve diferenca entre os grupos (P= 0,138) e ndo
houve diferenca entre as concentragdes de MMA quando considerado a interagdo idade

gestacional e grupo (P=0,997), Figura 17.
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Figura 17 — Valores das médias geométricas das concentragdes de acido metilmalonico (MMA) em cada idade
gestacional e grupo. Ndo houve diferenca entre as concentragdes de MMA quando considerada a interagdo idade
gestacional e grupo (P= 0,997). Nao houve diferenga entre os grupos (P= 0,138), porém houve diferenga
significativa entre as concentracdes de MMA nas trés idades gestacionais (P= 0,008), esta diferenca ocorreu
entre as idades gestacionais de 16 e 36 semanas (P<0,003), quando avaliado através do teste pos-hoc de Tukey.
Grupo 1, N=44; Grupo 2, N=14; Grupo 3, N=20; Grupo 4, N=10.

A concentrag¢do de S-adenosilmetionina (SAM) foi maior na 36" semana de gestagio
quando comparada com as concentragdes de SAM na 16 semana (P<0,003) e 28* semana de
gravidez (P<0,002). Nao houve diferenga nas concentragdes de SAM nos grupos (P=0,142) e
nao houve diferenca entre as concentragdes de SAM quando considerada a interacdo idade

gestacional e grupo (P=0,557), Tabela 9 e Figura 18.
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Figura 18 — Valores das médias geométricas das concentragdes da S-adenosilmetionina (SAM) em cada idade
gestacional e grupo. Houve diferenga significativa nas concentragcdes de SAM segundo as idades gestacionais
(P=0,001), houve diferenca nas idades gestacionais de 16 ¢ 36 semanas (P<0,003) e entre 28* ¢ 36* semana de
gestagdo (P<0,002), avaliado através do teste pos-hoc de Tukey. Nao houve diferenga entre as concentragdes de
SAM quando considerada a interagdo idade gestacional e grupo (P=0,557). Nao houve diferenga entre os grupos
(P=0,142). Grupo 1, N=43; Grupo 2, N=11; Grupo 3, N=14; Grupo 4, N=06.

As concentragdes de S-adenosilhomocisteina (SAH) foram maiores na idade
gestacional de 36 semanas quando comparadas as concentragoes de SAH na idade gestacional
de 16 semanas em todos os grupos (P= 0,002). Houve diferenca nas concentragdes de SAH
entre os grupos (P= 0,021), o grupo 1 foi diferente do grupo 3 (P<0,047). Nao houve
diferenca entre as concentragdes de SAH quando considerada a interagdo idade gestacional e

grupo (P=0,055), Tabela 9 e Figura 19.
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Figura 19 — Valores das médias geométricas das concentracdes de S-adenosilhomocisteina (SAH) em cada
idade gestacional e grupo. Houve diferenca significativa entre as concentragdes de SAH nas idades gestacionais
(P=0,001), isto ocorreu entre a 16* e 36® semana de gestacdo (P= 0,002). Houve diferenca significativa entre os
grupos (P=0,021), onde o grupo 1 foi diferente do 3 (P<0,047), avaliado através do teste pds-hoc de Tukey. Nao
houve diferenga entre as concentracdes de SAH quando considerada a interacdo idade gestacional e grupo (P=
0,055). Grupo 1, N=43; Grupo 2, N=12; Grupo 3, N=14; Grupo 4, N=06.

Os valores da razdao SAM/SAH foram semelhantes nas trés idades gestacionais em
todos os grupos (P= 0,063). Nao houve diferenca nos valores da razio SAM/SAH entre os
grupos (P= 0,145) e nao houve diferenca entre os valores da razio SAM/SAH quando

considerada a interagao idade gestacional e grupo (P=0,791), Tabela 9 e Figura 20.
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Figura 20 — Valores das médias geométricas da razdo SAM/SAH em cada idade gestacional e grupo. Nao houve
diferenca significativa dos valores da razdo SAM/SAH entre as idades gestacionais (P= 0,063). Ndo houve
diferenca dos valores da razdo SAM/SAH entre os grupos (P= 0,145) e ndo houve diferenga entre os valores da
razdo SAM/SAH quando considerada a interag@o idade gestacional e grupo (P= 0,791). Grupo 1, N=43; Grupo 2,
N=10; Grupo 3, N=14; Grupo 4, N=06.
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4.8. Avaliacdo dos fatores de predi¢io para a taxa de metilacio do DNA na

regiao promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin durante o periodo gestacional

Os modelos de regressdo linear multipla foram utilizados para avaliar os fatores de

predicdo para a taxa de metilagdo do DNA na regido promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e

Stratifin (varidveis dependentes) durante o periodo gestacional. As varidveis independentes

utilizadas foram: valores séricos das vitaminas (cobalamina, folato e vitamina Bg), valores de

metabolitos do sangue (tHcy e MMA), a idade gestacional e o uso de suplementagdao com

acido folico e/ou polivitaminicos (Tabela 11).

Tabela 11 — Analise de regressao linear multipla para a variavel dependente taxa de metilagdo
do DNA na regido promotora dos genes [FNy, Serpin B5 e Stratifin durante o periodo

gestacional
Variaveis dependentes Variaveis independentes B Erro Padrio R’ parcial P valor
Folato sérico (nmol/L) -0,029 0,143 - 0,839
Modelo 1 Cobalamina sérica (pmol/L) 0,007 0,053 --- 0,900
Taxa de‘;n:ﬁ‘;a s0do  Vitamina B (nmol/L) 2,991 1,213 0,024 0,014
DNA de 1euc()c({; tos na tHey (umol/L) 9,058 4,600 0,015 0,050
reaido promotora do MMA (nmol/L) -0,012 0,034 --- 0,731
N (Neasg)  dade gestacional 20,797 0,642 0,216
& v Uso de suplementacdo com acido -15.301 11.733 . 0.193
félico e/ou polivitaminicos ’ ’ ’
Folato sérico (nmol/L) -0,157 0,224 - 0,486
Modelo 2 Cobalamina sérica (pmol/L) - 0,070 0,083 - 0,397
Taxa de‘:n:ﬁ‘;a 50 do  Vitamina B (nmol/L) - 1,806 1,902 0,343
DNA do leucc')citos o tHey (umol/L) 12,345 7,215 0,088
reqifio bromotora do MMA (nmol/L) - 0,060 0,054 --- 0,268
E120 I t Idade gestacional 1,637 1,007 0,105
gene Serpin B3 (N=258) Uso de suplementacdo com acido
félico e/ou polivitaminicos - 24,967 18,401 o 0,176
Folato sérico (nmol/L) -0,073 0,124 -—- 0,556
Modelo 3 Cobalamina sérica (pmol/L) -0,042 0,046 -—- 0,359
Taxa de‘:neeﬁ‘;a 50 do  Vitamina B (nmol/L) -2,252 1,049 0,018 0,033
DNA de leucc')ci tos na tHey (umol/L) 8,212 3,979 0,016 0,040
reoizio promotora do MMA (nmol/L) - 0,040 0,030 --- 0,178
£120 promotora Idade gestacional 0,516 0,556 0,354
gene Stratifin (N=258) Uso de suplementacdo com acido
p ¢ 6,559 10,147 0,519

félico e/ou polivitaminicos

IFNy: gene Interferon gama; MMA: acido metilmalonico, tHcy: homocisteina total; N: niimero de gestantes.
Variaveis dependentes - Modelo 1: IFNy, Modelo 2: Serpin B5 ¢ Modelo 3: Stratifin. Nos trés modelos foram
utilizadas as seguintes variaveis independentes: valores séricos das vitaminas (folato, cobalamina e vitamina B),
valores de metabolitos do sangue (tHcy e MMA), idade gestacional (16, 28 ¢ 36 semanas) e uso de
suplementagdo com acido folico e/ou polivitaminicos (sim=1 e ndo=0). As variaveis selecionadas foram

destacadas em negrito.
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No modelo 1, no qual foram incluidas sete varidveis independentes: concentragdes de
vitaminas (vitamina Bg, folato sérico e cobalamina), de metabolitos (MMA e tHcy) , idade
gestacional e uso de suplementagdo. Como resultado, apenas a vitamina Bg € a tHcy foram
diretamente associadas aos valores da taxa de metilagdo do DNA de leucocitos na regido
promotora do gene /FFNy. O aumento 1 nmol/L na concentragdo de vitamina Bg foi associado
ao aumento de 2,991 no valor da taxa de metilagdo do DNA na regido promotora do gene
IFNy, enquanto que o aumento de 1 umol/L de tHcy foi associado ao aumento de 9,058 no
valor da taxa de metilagdo do DNA na regido promotora do gene /FNy (Tabela 11).

No modelo 2, nenhuma das sete varidveis independentes incluidas no modelo foi
selecionada (Tabela 11).

No modelo 3, a vitamina Bg foi inversamente associada, enquanto que a tHcy foi
diretamente associada aos valores da taxa de metilagdo do DNA na regido promotora do gene
Stratifin. O aumento em 1 nmol na concentragdo da vitamina B¢ foi relacionado ao
decréscimo de 2,252 na taxa de metilagdo do DNA, enquanto que o aumento em 1 pmol/L de
tHcy foi associado ao aumento em 8,212 na taxa de metilagdo do DNA de leucdcitos na

regido promotora do gene Stratifin (Tabela 11).
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5. DISCUSSAO

No periodo gestacional, além de ocorrerem alteracdes anatdmicas no organismo
materno, também ocorrem alteragdes fisioldgicas, levando a diferentes respostas metabolicas
e endocrinas. Desta maneira, o conhecimento destas alteragdes ¢ fundamental para a
compreensdo do desenvolvimento do feto, bem como das possiveis patologias que venham a
acometé-lo (NIJLAND et al., 2010).

Na gestacdo ocorre uma sobrecarga fisioldgica acarretando aumento da demanda de
varios nutrientes para compensar a formagdo da placenta e feto, bem como o aumento do
volume sanguineo materno (BRUINSE e VAN DEN BERG, 1995; TAMURA e PICCIANO,
2006; BROGNOLI et al., 2008). Ademais, correlagdes positivas e significativas entre as
concentragdes maternas e neonatais de folato (sérico e eritrocitario), cobalamina e tHcy foram
relatadas previamente (GUERRA-SHINOHARA et al., 2002). O acido folico e a vitamina By,
sdo essenciais para sintese do DNA e, portanto sdo necessarios na duplicacao celular. Desse
modo, o adequado estado nutricional materno no periodo periconcepcional é essencial para
garantir nutrientes necessarios para que a divisdo celular ocorra de maneira adequada.

A Organizagdo Mundial de Saude recomenda que as mulheres em idade fértil fagam
ingestdo diaria de 400 pg/dia de acido folico provenientes da dieta e de suplementagao,
enquanto que as gestantes e lactantes devem fazer uso respectivamente de 600 pg/dia e 500
pg/dia (NAS, 1998; FAO/OMS, 2001; WHO, 2009).

No Brasil ndo existe nenhuma regulamentacdo que garanta a suplementagdo com
acido folico e/ou polivitaminicos no periodo pré-gestacional e durante a gestacao. Apenas a
suplementagdo com ferro é obrigatoria a partir da 20* semana gestacional (MINISTERIO DA
SAUDE, 1998). A unica excegdo é o Projeto Diretrizes, desenvolvido pela Associagio
Meédica Brasileira, pelo Conselho Federal de Medicina e pela Federagdo Brasileira das
Sociedades de Ginecologia e Obstetricia. Este projeto prevé o uso rotineiro de suplementacao
contendo acido foélico no periodo de dois meses anteriores a gestacao e a continuagdo do uso
deste nos dois primeiros meses de gravidez (ALENCAR, 2001). Segundo Batista-Filho e
Rissin (1993), o uso de suplementacdo alimentar no periodo gestacional seria suficiente para
corrigir 60% ou mais das diferentes situagdes de caréncias alimentares e nutricionais e suas
consequéncias.

No presente estudo, nenhuma gestante fez uso de suplementacdo com acido folico

e/ou polivitaminicos no periodo periconcepcional e quase a metade do grupo ndo usou
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suplementagdo com acido félico e/ou polivitaminicos durante o periodo gestacional. Este
achado ¢ preocupante, pois ¢ a partir do 20° dia pds-concepcdo que ocorre o fechamento do
tubo neural. Varios estudos revelaram a associacdo entre a deficiéncia de acido folico ¢ Cbl
com o maior risco de ocorréncia de aborto espontineo, pré-eclampsia, deslocamento
prematuro da placenta, além de malformagdes fetais tais como: labio leporino, fenda palatina,
defeitos do fechamento do tubo neural (KIRKE et al., 1998; RAY e LASKIN, 1999) ¢
Sindrome de Down (JAMES et al., 1999; GRILLO et al., 2002).

Aspectos gerais da metilacio do DNA

Estudos que avaliaram o efeito da idade na taxa de metilagdo do DNA mostraram
resultados controversos (YU et al., 2007; SILVA et al., 2008; BOKS et al., 2009; KIM et al.,
2009). Foram descritas taxas de metilagdo do DNA na regido promotora dos genes SIRT3,
SMARCAS5 e CDHI semelhantes em jovens e em idosos, porém, no mesmo estudo, foi
observada hipermetilagdo do DNA no gene HTERT no grupo de jovens, quando comparadas
as taxas de metilacdo do grupo de idosos (SILVA et al, 2008). Foram encontradas
correlagdes positivas entre a idade e a taxa de metilagdo do DNA nos genes /L6, PDGFRA ¢
ELK3, e correlagdes inversas para os genes ACVRI, CARD15 e NFKBI (BOKS et al., 2009).
Foi encontrada correlagdo inversa entre a idade e a taxa de metilagdo global do gene HTERT
(YU et al, 2007). Reducao da expressao de DNMTs foi descrita a partir do nascimento
(VERTINO et al, 1994) e poderia explicar a redugdo da taxa de metilagdo do DNA no
decorrer da idade (KIM et al., 2009). No presente estudo ndo houve correlacdo entre a idade e
as taxas de metilacdo do DNA de leucocitos na regido promotora dos genes IFNy, Serpin B5 e
Stratifin. A auséncia de correlagdo pode ter sido decorrente da pequena variabilidade nas
idades das mulheres ou mesmo dos genes escolhidos.

A importancia das modificagdes epigenéticas, tal como a metilagio do DNA, no
controle da expressdo de genes em gémeos foi demonstrada em varios estudos (FRAGA et al.,
2005; KAMINSKY et al., 2009; BOKS et al., 2009). Foram avaliadas as taxas de metilagdo
do DNA e as modificagdes de histonas em gémeos monozigoticos saudaveis e observou-se
que, embora os gémeos monozigdticos sejam epigeneticamente idénticos durante os primeiros
anos de vida, posteriormente apresentaram diferengas marcantes na taxa de metilagdo do
DNA e modificagdo de histonas, afetando a expressdo génica. Assim, diferentes fenotipos
podem ser originados do mesmo genotipo, mostrando que, além de fatores internos, as

influéncias ambientais, tais como dieta, habito de fumar e sedentarismo podem causar
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modificagdes a longo prazo, comprometendo o controle normal de genes, o que poderia
causar instabilidade génica (FRAGA et al., 2005; KAMINSKY et al., 2009). Porém, BOKS ef
al., (2009) sugerem a realizacdo de mais estudos avaliando a taxa de metilacdo do DNA e sua
associacdo com a idade, o sexo e a susceptibilidade a varias doengas humanas. A
hereditariedade da metilacdo do DNA em regides especificas, a idade, o género e mutagdes de
ponto foram avaliadas em gémeos sauddveis e em grupo controle (composto por individuos
saudaveis), e, apesar de nao terem sido encontradas variagdes significativas na metilagcao do
DNA, para alguns sitios especificos foi observado uma influéncia da idade ou do género (de
forma independente) no status de metilagdo do DNA (BOKS et al., 2009).

O efeito da deficiéncia de acido folico na taxa de metilacdo global do DNA foi
avaliado em poucos estudos com seres humanos. Resultados conflitantes foram observados,
sendo descrito auséncia de alteracdo nas taxas de metilagdo do DNA em alguns estudos
(FENECH et al., 1998; SHELNUTT et al.,2004; AXUME et al., 2007b) e hipometilacdo do
DNA em outros (JACOB et al., 1998; RAMPERSAUD et al., 2000; AXUME et al., 2007a).
Também sdo raros os estudos que avaliaram a taxa de metilagdo do DNA em mulheres
durante o periodo gestacional. Considerando que ha correlagdes significativas entre as
concentragdes maternas e neonatais de vitaminas e metabolitos no momento do parto
(GUERRA-SHINOHARA et al., 2002; GUERRA-SHINOHARA et al, 2004) e que a
interface materno-fetal ocorre através do utero e da circulagdo materna (MURPHY et al.,
2009) faz-se necessaria a avaliacdo do efeito das concentragdes das vitaminas e metabolitos
na taxa de metilagdo. O baixo consumo de nutrientes na dieta (folato, Cbl, vitamina Bg,
colina, metionina, entre outros) foi associado a baixas concentracdes de vitaminas no sangue,
que, por sua vez, foram relacionadas a menores concentragdes de vitaminas e aminoacidos
nos tecidos. Nesta situagdo, pode ocorrer um aumento da concentragdo plasmatica de tHcy,
levando a uma alteragdo do perfil de metilagdo no DNA (JACOB et al., 1998; FENECH et al.,
1998; RAMPERSAUD et al., 2000); sendo que a metilagdo do DNA regula a expressdo de
genes, a diferenciacdo celular e o desenvolvimento fetal (BESTOR, 2000; PIERI ef al., 2004).

No presente estudo, as taxas de metilacdo do DNA de leucocitos na regido promotora
dos genes IFNy, Serpin B5 e Stratifin foram semelhantes em todas as idades gestacionais
estudadas. Nosso achado ¢ similar aquele descrito por Dokras e colaboradores (2006) em
amostras de placenta de gestantes com idades gestacionais entre 7* e 40" semana, em que foi
verificada a auséncia de alteragcdo na taxa de metilagdo do DNA na regido promotora do gene

Serpin B5 durante a gravidez.
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Um dado interessante em nossos estudos foi a constatacdo de que € possivel ter
resultados diferentes nas taxas de metilacdo, nas mesmas amostras de DNA, dependendo do
método utilizado. Em estudo anterior de nosso grupo, realizado com as mesmas amostras de
DNA do atual estudo, foi observada maior taxa de metilacdo global do DNA em gestantes que
estavam na 28 semana gestacional quando comparada as taxas de metilacio do DNA nas
idades gestacionais de 16 e 36 semanas (KUBOTA, 2008). No entanto, este achado ndo foi
confirmado quando se utilizou a gMSP, provavelmente em decorréncia do fato do genoma ter
cerca 70 a 80% das ilhas CpG metiladas, e a grande maioria destas ilhas estarem localizadas
em outros locais que ndo as regides promotoras de genes (RICHARDSON, 2003).

Algumas informagdes importantes sobre a metilagdo do DNA foram descritas. Sabe-
se que a metilacdo do DNA ¢ tecido-especifico, uma vez que foi mostrada hipometilagdo do
DNA na regidao promotora do gene Serpin B5 em amostras placentarias quando comparadas a
taxa de metilacio do DNA em amostras sanguineas de 44 mulheres chinesas no 1° e 3°
trimestre gestacional (CHIM et al., 2005). Também foi descrito que o efeito do acido félico
na taxa de metilagdo do DNA gendmico pode ser sitio e tecido-especifico e depende da
concentracdo desta vitamina no organismo. Porém, nao ha dados conclusivos apoiando a
hipotese de que a deficiéncia de folato em diversas intensidades pode levar a hipometilagao
e/ou a hipermetilagdo do DNA em pacientes portadores de cancer no tecido colorretal (KIM,
2004).

No presente estudo, a metade do grupo de gestantes estava fazendo uso de
suplementagdao com acido félico e polivitaminicos, por isso, seria esperado o aumento da
metilagdo do DNA na regido promotora dos genes estudados, uma vez que foi demonstrada a
associacgdo positiva entre a concentragdo de folato (sérico ou eritrocitario) e taxas de metilacao
do DNA quando utilizado o método que avalia a metilacao global (JACOB et al., 1998;
PARK et al., 2005). Porém, ao contrario do esperado, foi observada maior taxa de metilagdo
do DNA na regido promotora do gene /FNy no grupo 1 (mulheres que ndo usaram
suplementagdo com acido folico e/ou polivitaminicos nas trés idades gestacionais estudadas)
quando comparadas as taxas de metilagdo do DNA dos demais grupos que receberam
suplementagdo. Contudo, este efeito ndo foi observado na taxa de metilacdo do DNA na
regido promotora dos genes Serpin BS e Stratifin.

O IFNy ¢ uma citocina pré-inflamatoria e imunoreguladora que atua sobre os
componentes da resposta imune, sendo o principal fator de ativacdo de macrofagos, exercendo
fungdes criticas na imunidade inata ¢ na imunidade adaptativa mediada por células contra

microorganismos intercelulares; atuando também como citocina efetora das respostas imunes.
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Sua expressdo ¢ regulada durante o desenvolvimento fetal, sendo secretado pelas células T e
NK (BOEHM et al., 1997). Esta citocina acentua a fun¢do microbicida dos macréfagos
mediante a sintese de intermedidrios reativos do oxigénio e do oxido nitrico, atuando na
transcricao de genes que codificam enzimas como a fagocito-oxidase e a sintase indutora de
oxido nitrico. Além disso, o IFNy estimula a expressdo de moléculas do complexo principal
de histocompatibilidade e co-estimula em células apresentadoras de antigenos; promove a
diferenciacdo de células T CD4"; age nas células B para promover a troca para certas
imunoglobulinas G e para inibir a troca para classes dependentes de interleucina-4 (ABBAS e
LICHTMAN, 2005). Também regula a expressao de DMT1 (Divalent Metal Transporter 1),
aumentando a absorc¢do do ferro intracelular; diminui a expressdo de ferroportina, impedindo
a liberagcdo do ferro dentro de macrofagos e enterdcitos (WEISS e GOODNOUGH, 2005).
Segundo estes autores o IFNy também reduz a expressao de receptores de eritropoetina; inibe
a proliferacdo e diferenciagdo da unidade formadora de colonia eritrdide e da unidade
formadora de burst eritroide; e altera a resposta dos progenitores a eritropoetina.

Estudo experimental realizado com linfocitos T de ratos mostrou auséncia de
producao de IFNy quando a regido promotora do gene encontrava-se metilada, e quando a
regido promotora do gene estava hipometilada foi observada a producdo de IFNy (YOUNG et
al., 1994), sugerindo que a expressdo do gene do /FNy e diferenciacao de linfécitos podem ser
alteradas pelo controle anormal do mecanismo de metilagdo, semelhante aos dados
encontrados em estudos sobre o desenvolvimento embrionario (LI et al, 1992). De fato,
alguns estudos relatam que a superexpressdo do gene IFNy pode contribuir para o
aparecimento de certas patologias na interface materno-fetal, como doengas inflamatorias,
resultante do seu efeito toxico sobre a placenta ou pela ativacao de células citotoxicas, como
os macrofagos (BOEHM et al., 1997). Também foi descrito que a regulacdo da expressao
génica ¢ essencial para a remodelagdo e correcdo de anexos embriondrios durante o periodo
gestacional (ASHKAR et al., 2000) e para prote¢do contra agentes toxicos, quando ha
descontrolada expressdo do gene [FNy (WEGMANN et al, 1993). Segundo White e
colaboradores (2002), o aparecimento de certas infeccoes pode levar a danos no
desenvolvimento do feto, sendo uma das principais causas de perda fetal; isso demonstra a
importancia do controle da transcri¢ao do gene /FNy durante a vida fetal

Considerando que no presente estudo, a metilagdo do DNA na regido promotora do
gene [FNy estd aumentada em mulheres nao suplementadas, e que estas mulheres apresentam
concentracgoes reduzidas de folato (sérico e eritrocitario) e concentragdes elevadas de vitamina

Bs e de tHcy, a nossa hipotese ¢ que esta alteracdo no perfil de metilacdo ¢ resultante da
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deficiéncia de folato, que, por sua vez, interfere na utilizagdo de vitamina Bg em diversas
reacdes (metabolismo de proteinas, reagdes de transaminacdo, desaminagdo, descarboxilacao,
sintese de niacina a partir de triptofano, cofator na via de transulfuracdo) (SANDERS e
EMERY, 2003). Alguns estudos também relacionaram o aumento da concentragdo de tHcy
com a promo¢ao da sintese de diversas citocinas pro-inflamatorias, tais como, proteina
quimiotatica monocitaria 1 e interleucina-8 (DESAI et al., 2001; PODDAR et al.,, 2001).
Finalmente tais alteracdes podem comprometer a resposta imune inata e adaptativa colocando
estas mulheres em risco de adquirir infecg¢des, processos inflamatorios e neoplasias.

Baixas concentragdes plasmaticas de IFNy foram encontradas durante a gestacdo e
no parto (MURPHY et al., 2009). Alguns estudos relacionaram as elevadas concentragdes de
IFNy no plasma, em leucocitos circulantes e no tecido decidual de gestantes que apresentaram
pré-eclampsia, isto, quando comparadas a mulheres gravidas normais (SARGENT et al.,
2006; REDMAN e SARGENT, 2007), bem como, foram associadas com outras complicagdes
existentes na gestagao, inclusive perda fetal (REDMAN e SARGENT, 2007; MURPHY et al.,
2009). Respostas imunes inadequadas das citocinas ¢ de demais fatores imunologicos
poderiam levar a danos no processo de implantagdo embrionaria, a ocorréncia de abortos
recorrentes, ao crescimento anormal do feto e possivelmente a morte fetal, visto que as

citocinas mediam a comunicagdo entre as células maternas e fetais (MICHELON et al., 2006).

Preditores da taxa de metilacio do DNA na regido promotora dos genes IFNy,

Serpin B5 e Stratifin

Surpreendentemente, apenas a vitamina Bg e a tHcy foram selecionadas como fatores
de predigdo para a taxa de metilagdo do DNA na regido promotora dos genes IFNy e Stratifin
nos modelos de regressao linear multipla utilizados.

A vitamina Bg atua como coenzima em varias reagdes importantes envolvidas no
metabolismo de proteinas, incluindo as reagdes de transaminacdo e desaminacdo (necessaria
para a sintese de aminoacidos), descarboxilacdo (na sintese de serotonina, noradrenalina,
histamina de triptofano, tirosina e histidina), sintese de niacina a partir de triptofano, sendo
um cofator na via de transulfura¢do (via pela qual a homocisteina, em presenca de vitamina
B, serina e enzima cistationina-f} sintase, ¢ convertida a cistationina). A cistationina, por sua
vez, sofre hidrolise, formando cisteina e a-cetobutirato, também na presenca de vitamina Bg
(FINKELSTEIN, 1998; SANDERS ¢ EMERY, 2003). No estudo de Kubota (2008) foram

observadas maiores concentracdes de vitamina Bs em mulheres que ndo wusaram
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suplementagdo. Os valores elevados de vitamina B, neste grupo de mulheres, podem ser
decorrentes das menores concentragdes de acido folico, uma vez que foram observadas
correlagdes inversas significativas entre as concentragdes destas duas vitaminas em todas as
idades gestacionais estudadas. As deficiéncias de vitamina Bg e folato, foram associadas a
concentragdes elevadas de homocisteina em diversas populagdes. O aumento da homocisteina
pode ocorrer por conta de uma dieta pobre ou por defeitos no metabolismo desses nutrientes,
levando a alteragdes na metilagao do DNA.

Assim, a utilizagdo de marcadores como a tHcy ¢ fundamental na determinagdo de
caréncia de vitamina Bi; e também como um indicador da concentragdo de folato e de
vitamina B¢ (FENECH et al., 1998; JACOB et al., 1998; KLEE, 2000; CIKOT et al., 2001,
LAANPERE et al., 2009). Em gestantes, o aumento de tHcy também pode ocorrer por conta
de influéncias hormonais, hemodiluicdo ¢ aumento de necessidades materno-fetal de
metionina e tHcy (STEEGERS-THEUNISSEN ef al. 1997).

Correlagdo inversa entre concentracdo de tHcy e taxa de metilagdo global do DNA
foi descrita em alguns estudos (JACOB et al., 1998; FENECH et al., 1998; PUFULETE et al.,
2003; PARK et al., 2005), enquanto outros estudos ndo encontraram qualquer associacao
(RAMPERSAUD et al., 2000). Com relagao a metilacdo regido-especifica, foi verificada uma
correlacdo positiva entre um aumento na concentragdo de Hcy e uma hiper metilagio DNA na
regido promotora do gene da ERa (HUANG et al.,2009).

Steegers-Theunissen e colaboradores (2009) estudaram o efeito do uso de acido
folico no periodo periconcepcional, os marcadores de metilacdo SAM e SAH e a taxa de
global do DNA do gene /GF2, de maes e filhos. Além disso, associaram a metilagdo da DNA
do gene estudado com o peso ao nascer. Como resultados observaram que o uso de acido
folico no periodo periconcepcional estd associado ao aumento da taxa de metilagao global do
DNA do gene /GF2 na crianga, nao havendo correlagdo com o peso ao nascer. Segundo os
autores, o uso de acido folico ndo alterou as concentragcdes de SAM e SAH e esta alteracao
epigenética (metilacdo do DNA) pode afetar o crescimento intra-uterino e o desenvolvimento
fetal, levando a diversas consequéncias. Mas deve-se levar em conta os fatores internos e
externos que a mae venha sofrer, pois sabe-se que estes fatores podem influenciar na
modificacdes epigéneticas.

Nossos resultados mostraram que o uso ou ndo de suplementacdo com écido folico
e/ou polivitaminicos pode afetar diferentemente a metilagao dos genes incluidos no estudo e

que este efeito € gene-especifico. O que concordada com o estudo de Zeisel (2009), no qual
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sdo apontados exemplos de estados nutricionais que podem resultar em alteragcdes na
regulagdo epigenética.

Os resultados do presente estudo sdo importantes, pois mostraram que o efeito das
concentracdoes de nutrientes pode afetar a expressdao génica. Estudos bioquimicos da via
metabolica dos genes [FNy, Serpin B5 e Stratifin sdo necessarios para um melhor
entendimento dos efeitos desta mudanga observada na taxa de metilacio do DNA no
individuo. Faz-se necessario a avaliacao destas alteragdes em outros tecidos para verificar se a
mudanca na taxa de metilagdo ¢ tecido-especifica ou causada por alteragdes do estado

nutricional.
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6. CONCLUSOES

e A taxa de metilagdo do DNA na regido promotora dos genes /FNy, Serpin B5 ¢
Stratifin é similar durante a gestacao.

e As taxas de metilagdo do DNA no gene /FNy em mulheres que nao usaram
suplementagdo com acido folico ou polivitaminicos durante a gravidez (Grupo 1) foram
maiores quando comparadas as taxas de metilagdo dos demais grupos.

e A vitamina B¢ e a tHcy foram os fatores de predicao para as taxas de metilagao do

DNA na regido promotora dos genes IFNy e Stratifin.
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ANEXOS

Anexo 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido

0g0

Universidade de S&o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL RESPONSAVEL
1. Mome do Paciente:

Documento de Identidade N oo e e Sexo. ( M {

Data de Nascimento............. | IO i S

T L = USRS M e APEOT
2 (o VUSROS ORO USRS ot Ta = | SOOI
07 = =TT R T e - SO ESUOTPSSR SIS e
2. RESPONSAVEI LOGAL ... ..o e e bR £ s
Matureza (grau de parentesco, tUtor, CUrador, BIC. ) ... o s
Documento de Identidade N®...........ooiiii s s Sexo: ()M (F

Data de Nascimento:.......... f — Y SN
Enderecc!\.tﬂ [RUUTTRTY . Vs | .« SR
BairmO.. ..o snrnss s edBEE CEP:.oooeieee T8

il - DADOS SOBRE A PESQUISA

Titulo do Protocolo de Pesquisa: “Avaliagio nutricional, bioquimica e molecular
relacionadas ao metabolismo da cobalamina durante o processo gestacional™.

Pesquisadores:
Prof® Dr* Elvira Maria Guerra Shinchara
CargofFungdo: Docente Inscrigdo Conselho Regional de Farmacia —SP N°.9.542

Departamento da FCFAUSP: Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas

Peria Menezes Pereira

Cargo/fFungdo: Aluno Inscrigio Conselho Regional de Nutrigdo CRN3: 14198
Departamento da FCF/USP: Departamento de Analises Clinicas & Toxicolégicas

1. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA
SemRisco ( ) Risco Minimo { ) Risco Médio { )
Risco Baixo (X) Risco Maior ()

O risco é baixo e decomente da pungao venosa,

Duragio da Fesguisa: 24 meses
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IIT - REGISTRO DAS EXPLICACEES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1 - Justificativa e objetivos da pesquisa:

As justificativas para esse projeto de pesquisa sdo: 1- ja se tem conhecimento que 2
deficiéncia de vitaminas, em especial da B12 e do acido folico durante a gravidez pode ser
um fator de risco para as malformagdes do feto que podem acarretar falhas no

desenvolvimento mental e motor da crianca. 2. Outra coisa que ja se sabe é que se o DNA
(é o componente mais intimo da bagagem genética que recebemos de nossos pais,

conservado por toda a vida e presente em todas as células do corpo) tiver alteragdes, 0 TiSCo
das malformagdes aumenta, pela relagio que existe entre os fatores genéticos e os fatores
nutricionais, especialmente se as alteragdes estiverem nos genes que “trabalham” para
produzir substincias (chamadas de enzimas e proteinas) que garantem a fungdo da vitamina
B12 e do acido folico nas células. O presente estudo € da maior importancia por nio haver
ainda no Brasil dados definitivos a respeito da associagdo da dieta alimentar e as alteragdes
nos genes que produzem enzimas e proteinas importantes para a a¢ao da vitamina B12 e do
acido félico.

Nessa pesquisa vamos avaliar a dieta alimentar através de questionarios para verificar se a
alimentagio da gestante é responsavel pela falta das vitaminas. As coletas do sangue
servirio para o exame das alteragdes do DNA (que nés chamamos de polimorfismos) e
também servirio para observar as alteragdes de varias substincias produzidas no nosso
organismo. Vamos entiio estudar os polimorfismos nas enzimas chamadas de MTHFR, MS,
MSR e GCP2 e nas proteinas TC2 e RFCI1.

2. Procedimentos que serdo utilizados e propositos:

Durante o estudo serdo realizadas trés entrevista e trés coletas de sangue para 0s exames
laboratoriais com 16, 28 e 36 semanas de gravidez.

Os exames que vdo verificar se ha ou nio deficiéncia de vitaminas e as alteragdes do DNA
sdo: hemograma,. uréia, creatinina, AST, ALT, dosagem da vitamina B12, Vitamina B6,
acido folico sérico e eritrocitario, ferritina, receptores soluveis de transferrina,
homocisteina total, acido metilmalénico, metionina, S-adenosilmetionina, S-
adenosilhomocisteina, cisteina, cistationina, TOTMC, serina, glicina, alfacetobutirato,
dimetilglicina, metilglicina, pesquisa de hemoglobinas variantes e talassemias, estudo de
polimorfismos em genes MTHFR, MS, MSR, TC2, RFC1, GCP2 e determinagio do grau
de metilagdo do DNA.

3. Desconfortos e riscos esperados;
Os riscos e desconfortos esperados sdo minimos: serio apenas as “picadas’ na vela para
retirar um pouquinho de sangue. Sera usado material descartavel.

4. Beneficios que poderio ser obtidos: _ -
Os dados obtidos neste estudo auxiliardo no entendimento das causas da deficiéncia da

vitamina B12 durante a gravidez, podendo auxiliar no estabelecimento de agdes durante o
pré-natal. Caso seja diagnosticada deficiéncia de ferro, folato e vitamina B12 no teu
sangue, vocé sera avisada, acompanhada e tratada na UBS do Rio Pequeno, sendo
responsavel pelo teu tratamento a Dra. Lia Regina Harann (CRM 37.205). Nio havera
custos para vocé relativo ao seu tratamento.

5. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo: Nido serdo
realizados
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IV — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA

1. Vocé podera, a qualquer tempo ter informagdes sobre os procedimentos, riscos e beneficios da
pesquisa, para esclarecer suas diuvidas.

2. Vocé tem liberdade para retirar seu consentimento. em qualquer fase do estudo. sem que 1sto

lhe traga prejuizo a continuidade de atendimento e assisténcia.

Vocé tem garantia de sigilo, privacidade e anonimato.

4. Vocé lera direito a uma indenizagido se houver algum dano a sua saide decorrente desta

pesquisa.

As amostras de DNA colhidas nos exames vio ser armazenadas no Laboratorio de Hematologia

do Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

da USP, sob a responsabilidade da Profa Dra Elvira M. Guerra-Shinohara e servirdo para
estudar outras alteragdes em genes relacionados ao metabolismo destas vitaminas. Para isso
vocé sera contatado para conceder ou ndo autorizagio para o uso do material em futuros
projetos de pesquisa que foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa ¢ pela Comissdo

Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

6. Seu prontuario, contendo seus dados individuais e os resultados de testes ¢ exames somente
podera scr visto pelos pesquisadores envolvidos neste estudo e ndo sera permitido que seu
exame scja visto por qualquer outra pessoa, especialmente patrdes, seguradoras, escolas,
faculdades. Somente com sua autorizagio expressa, indicando a pessoa ¢ a finalidade € que seus
dados poderdo ser examinados.

el

n

V - INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Prof Dr* Elvira Maria Guerra Shinohara e Perla Menezes Pereira
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP — Laboratério de Hematologia.
Av. Prof. Lineu Prestes, n® 580 Bloco 17

Fone: (11) 3091-3635

VI - QUALQUER QUESTAO, DUVIDA, ESCLARECIMENTO OU RECLAMACAQ
SOBRE OS ASPECTOS ETICOS DESSA PESQUISA, FAVOR ENTRAR EM

CONTACTO COM:
Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Saide do municipio de Sio Paulo,
Rua General Jardim. 36 2° andar Centro — Sédo Paulo.
Fone (11) 3218-4043 e-mail: smecep@prefeitura.sp.gov.br

VII - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que apos ter sido bem esclarecida pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa e autorizo o
armazenamento dos dados e materiais coletados.

Vocé quer tomar conhecimento das informacoes genéticas?. () SIM () NAO

Sdo Paulo, de de

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador
ou responsavel legal (carimbo ou nome legivel)
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Anexo 2 - Céopia do aval da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)

MINISTERIO DA SAUDE
Conseiho Nacional de Sedde
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 250/2005

Registro CONEP: 10626 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

Reglstro CEP: 221 Processo n° 25000.107125/2004-22
Projeto de Pesquisa: " Avaliagdo nutricional bioquimica e molecular relacionadas ao
metabolismo da cobalamina durante o processo gestacional. *

Pesquisador Responsavel: Dra. Elvira Mana Guerra

Institulgdo: Unidades Basicas de Salde da Coordenadoria de Salde da
Subprefeitura do Butantd; CEP da Secretaria Municipal de Sadde -SP

Area Temétlca Especial: Genética Humana e Participagao Estrangeira

Ao se proceder a analise do projeto de pesquisa em gquestao, em
resposta ao Parecer CONEP n® 1907/2004, cabem as seguintes consideragoes:
a) as informagoes enviadas atendem aos aspectos fundamentais da
Res. CNS 196/96 sobre diretrizes @ normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos;
b) o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP da
instituicAo supracitada.

Diante do exposto, a Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa -
CONEP, de acordo com as atribuicoes definidas na Res. CNS 196/96,
manifesta-se pela aprovagdo do projeto de pesquisa proposto.

Sltuagao: Projeto aprovado.
Brasilia, 14 de fevereiro de 2005.

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CNS/MS
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Anexo 3 - Copia do aval do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas (FCF-USP)

1
UNIVERSIDADE DE SAQO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Assisténcia Técnica Académica

Of CEP n® 089/2005

S@o Paulo, 24 de junho de 2005.

limo(a). 5r{a).
Elvira Maria Guerra Shinohara

Senhora Pesquisadora,

Vimos informar que o Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reuniao
realizada em 25 de outubro de 2004, APROVOU as alteracdes do projeto
“Avaliocgo nutricional, bioquimica e molecular relacionados ao metabolismo da
cobalamina durante o processo gestacional” (Protocolo CEP n® 213) apreseniado
por Vossa Senhoria, de incluséo da determinagdo do grau de metilagdo do DNA
nas amostras das gestanies participantes do projeto.

Lembramaos, novamente, que apds a execugdo de 50% do cronograma do
projeto, deverd ser apresentado um relatdrio parcial, de acordo com o Artigo 18 -
itern C, da Porlaria FCF-111/97,

Atenciosamente,

Prof®, Dr. Valentina Porta
Coordenadora do Comité de Etica
em Pesquisa da FCF/USP

Av. Prod, Lineu Prestes, n® 580, Bloca 13 A aaﬂ;de Unwersl'.irll; iﬁP DSS506-300 = 5;-:- Paulo - 5P
Fone: (011) 30913677 - Fax [011) 211-8986 - e-mail: ririgo@usp.br
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Anexo 4 - Copia do aval do Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal da Satde

de Sao Paulo (SMS)

Prefeitura do Municipio de Sde Paulo
Secretaria Municipal da Saide
Coordenagdo de Desenvolvimento da Gestdo Descentralizada — COGest
Comité de Etica em Pesquisa

Sio Paulo, 18 de fevereiro de 2003.

PARECER N°013/2005 - CEP/SMS
Prezado (a) Senhor (a),

Pelo presente, informo que o Comité de Etica em Pesquisa da Secretdria Municipal de Saide
de Sao Paulo analisou ¢ APROYOU, de acordo com a Resolugiio 196/96, o protocolo de pesquisa
“Avaliagdo nutricional bioguimica e molecular relacionadas ao metabolismo da cobalamina
durante o processo gestacional” — de Registro CEP/SMS n°221/2004 e Registro CONEP 10626 de
autoria do(a) pesquisador(a) Elvira Maria Guerra Shinobara. O projeto foi analisado e APROVADO
pela Comissao Nacional de Ftica em Pesquisa — CONEP , Parecer N°250/2005 — CONEP(anexo).

Como procedimento adotado por este Comité de Etica em Pesquisa, solicitamos 2 inclusfio, no Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido do seguinte: gualguer guestfio, divida, esclarecimento ou reclamagio sobre os

aspectos eticos dessa Wm@ Cgm;te de Etica em Pesquisas da Secretaria Municipal da
Sande de Sdo Paulo -~ Rua General Jardim, 36 andar — Telefome: 3218-4043 -  e-mail:

smscep@prefeimura.sp. gov br.
Lembramos que este parecer nao basta para que seu estudo possa se realizar dentro da unidade.
¢ necessaria também a permissao administrativa da autoridade sanitéaria.
Salientamos os seguintes aspectos a serem considerados pelo pesquisador:
* (O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma ou sem prejuizo ao seu cuidado (Res.

CNS 196/96 - item IV.1f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento livie e
esclarecido. na integra. nor ele assinado (item 1V.2.4)

¢ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delincada no protocolo aprovado.
Eventuais modificag¢des ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara
e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. O relatério
final deve ser apresentado ao CEP, logo que o estudo estiver concluido.
Aproveitamos a oportunidade para renovar nossos protestos de elevada estima e consideragio.

Eliéﬁ%lﬂl?%ffﬂl; iero:

Coordenadora do
Comité de Ftica em Pesquisa da
Secretdria Municipal da Saide — CEPSMS

Ilmofa) Sr.(a)

Elvira Maria Guerra Shinohara

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP
Nesta

Rua General Jardim, 36 - 2° andar - Vila Buargue — 580 Paulo, SP -~ CEP 01223-010 Telefone: (113 3218-4043
e=mal: smscep@prefeitura sp.gov.br homepage: hitp./‘portal prefeitura.sp. gov, br/secretanas/saude/organizacao/cepsms/i001]



