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RESUMO 

As mutações no gene da enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) 

têm sido associadas a hiperhomocisteinemia e possivelmente ao risco elevado para 

doenças vasculares. O objetivo deste trabalho foi verificar a ocorrência de 

hiperhomocisteinemia em pacientes diabéticos do tipo 2 e avaliar o efeito da 

suplementação com ácido fólico sobre as concentrações plasmáticas de 

homocisteína, nos diferentes genótipos da MTHFR. Participaram do estudo de 

caracterização genotípica 150 pacientes diabéticos do tipo 2 (mediana de idade 

58,08 anos, 56% do sexo feminino e 44% do sexo masculino) assistidos pelo 

Programa de Diabetes e Hipertensão - Balneário Camboriú/SC. Destes 150 

pacientes, 83 receberam suplementos contendo 1 mg/dia de ácido fólico, durante 

3 meses. O DNA foi extraído de leucócitos e as mutações C677T, A 1298C e 

G1793A foram detectadas por PCR-RFLP (Reação em cadeia da polimerase -

Polimorfismo de tamanho nos fragmentos de restrição). Coletas de sangue, após 

jejum de 12 horas, foram realizadas nos indivíduos diabéticos em dois momentos: 

basal e após a suplementação. A homocisteína foi determinada por HPLC e o ácido 

fólico e a vitamina 812 por radioimunoensaio. As freqüências alélicas para as 

mutações C677T, A1298C e G1793A foram 3,4%, 26% e 3,3%, respectivamente. 

Não foram detectados os genótipos homozigotos com alelos mutantes para os 

polimorfismos C677T e G1793A. A hiperhomocisteinemia (>14µmol/L) foi 

diagnosticada em 27,71% dos pacientes, a deficiência de ácido fólico em 15,66% e a 

deficiência de vitamina 8 12 em 7 ,23%. As concentrações plasmáticas basais de 

homocisteína foram inversamente correlacionadas às concentrações de ácido fólico 



(r= -27, p=0,01) e de vitamina 812 (r= -0,21; p=0,05). A mediana das concentrações 

plasmáticas basais de homocisteína (10,98 µmol), da totalidade dos indivíduos 

estudados, foi reduzida significativamente (p<0,0001) após a suplementação com 

ácido fólico (7,67 µmol/L). As concentrações plasmáticas basais de ácido fólico e 

vitamina 812 elevaram-se significativamente (p<0,0001) após a suplementação com 

ácido fólico (6,80 x 23,32 ng/ml e 570,85 x 929,94 pg/ml, respectivamente). Os 

indivíduos com genótipo heterozigoto para a mutação C677T apresentaram maior 

propensão à elevação das concentrações de homocisteína no plasma (12, 18 µmol/L) 

comparados aos indivíduos com genótipo normal (10,90 µmol/L). Conclui-se que a 

hiperhomocisteinemia apresentada por indivíduos diabéticos tipo 2 com diferentes 

genótipos para as mutações no gene da MTHFR pode ser modificada eficientemente 

pela suplementação diária com ácido fólico. 



SUMMARY 

Mutations in the gene of the enzyme methylenetetrahydrofolate (MTHFR) 

have been associated with hyperhomocysteinemia and possibly with an increased 

risk of cardiovascular disease. The objective of the present study was to determine 

the occurrence of hyperhomocysteinemia in patients with type 2 diabetes and to 

assess the effect of folie acid supplementation on the plasma concentrations of 

homocysteine in different MTHFR genotypes. The study for genotype 

characterization was conducted on 150 patients with type 2 diabetes (median age 

58.08 years, 56% females and 44% males) assisted by the Diabetes and 

Hypertension Program - Balneário Camboriú/SC. Eighty-three of the 150 patients 

received a supplement containing folie acid, 1 mg/day for 3 months. DNA was 

extracted from leukocytes and the C677T, A1298C and G1793A mutations were 

detected by PCR-RFLP. Blood was collected from the d iabetic patients after a 12 

hour fast on two occasions: under basal conditions and after supplementation. 

Homocysteine was determined by HPLC and folie acid and vitamin 812 by 

radioimmunoassay. The allele frequencies for the C677T, A1298C and G1793A 

mutations were 3.4%. 26% and 3.3%, respectively. Homozygous genotypes with 

mutant alleles for C677T and G1793A polymorphisms were not detected. 

Hyperhomocysteinemia (>14 µmol/L) was diagnosed in 27.71 % of the patients, folie 

acid deficiency in 15.66%, and vitamin 812 deficiency in 7 .23%. Plasma homocysteine 

concentrations were inversely correlated with folie acid ( r= -27, p=0.01) and vitamin 

8 12 (r = -0.21; p=0.05) concentrations. The median for the basal plasma 

concentrations of homocysteine (10.98 µmol), of all the individuais studied, was 



signifieantly redueed (p<0.0001) after folie acid supplementation (7.67 µmol/L). The 

basal plasma eoneentrations of folie aeid and vitamin 812 increased signifieantly 

(p<0.0001) after folie aeid supplementation (6.80 x 23.32 ng/ml and 570.85 x 929.94 

pg/ml, respeetively). Individuais with the heterozygous genotype for the C677T 

mutation showed a higher propensity to elevation of homoeysteine eoneentration in 

plasma (12.18 µmol/L) than individuais with the normal genotype (10.90 µmol/L). We 

eonclude that hyperhomoeysteinemia deteeted in individuais with type 2 diabetes with 

different genotypes for mutation in the MTHFR gene ean be efficiently eorreeted by 

daily folie aeid supplementation. 



INTRODUÇÃO 
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1 INTRODUÇÃO 

O Diabetes Mellitus é uma desordem metabólica complexa causada por 

deficiência na secreção ou na ação da insulina, o que produz anormalidades na 

homeostase da glicose, metabolismo lipídico e metabolismo protéico (WOLFF, 1993; 

KUZUYA, 2000). 

A hiperglicemia crônica pode ser responsável por danos graves em vários 

órgãos e tecidos de indivíduos diabéticos. As complicações crônicas do diabetes 

incluem retinopatia, nefropatia, neuropatia e aterosclerose (FUJIMOTO et ai., 2000; 

KIKKWA, 2000). Dependendo da severidade dos distúrbios metabólicos, o diabetes 

pode ou não apresentar sintomas característicos assim como polifagia, poliúria, 

polidipsia e perda de peso, progredindo às vezes para cetoacidose e coma 

(KUZUYA, 2000). 

O Diabetes Mellitus Tipo 2 atinge mundialmente um grande número de 

indivíduos de vários grupos étnicos e de todos os estratos sociais e econômicos. 

Atualmente, ao menos 120 milhões de pessoas sofrem de Diabetes Mellitus Tipo 2, 

mas no ano de 201 O, a estimativa é que 220 milhões de pessoas tenham esta 

doença (SHAW et ai., 2000). 

Segundo um levantamento realizado pela Associação de Diabéticos 

Catarinenses, calcula-se que existam ao todo cerca de 169.267 indivíduos 

diabéticos diagnosticados em Santa Catarina e que 90% destes sejam diabéticos 

Tipo 2 (GUIA DE VIGILÂNCIA EPIDEMIOLÓGICA, 2002). 

A diminuição na secreção de insulina e a resistência na ação da insulina têm 

papel importante na ocorrência e progressão do Diabetes Mellitus Tipo 2. A 
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resistência a insulina é exacerbada pelos aspectos da vida moderna, como a 

superalimentação, sedentarismo e estresse. Atualmente sabe-se que o Diabetes 

Mellitus pode ocorrer por anormalidades no estilo de vida em adição a propensão 

genética e que o comprometimento neurológico e vascular são os principais 

responsáveis pela alta morbidade e mortalidade dos indivíduos acometidos por esta 

doença (PALMER, 2000; SATO, 2000). 

Diversos estudos têm fornecido uma visão sobre os fatores de risco 

envolvidos na etiologia das doenças vasculares. Assim, dentre os fatores de risco 

considerados de maior importância destacam-se o Diabetes Mellitus, a hipertensão 

arterial, as dislipidemias, a obesidade e alguns hábitos relacionados ao estilo de 

vida, como dieta hipercalórica, gorduras saturadas, colesterol, sal, consumo de 

bebida alcoólica, tabagismo e sedentarismo (MORAES; SOUZA, 1996; MARTINS et 

ai., 1997; OKADA et ai., 1999). 

Deste modo, uma alimentação balanceada, exercício físico regular e 

tratamento medicamentoso, quando necessário, são fundamentais para a prevenção 

das complicações do Diabetes Mellitus (HAGURA, 2000; SATO, 2000). 

O assunto mais eminente na diabetologia clínica, em vários países, tem sido a 

prevenção ou redução das complicações crônicas, reduzindo assim, a maior causa 

de morbidade e mortalidade de pacientes diabéticos (KUZUYA, 2000). 

As complicações microvasculares e macrovasculares do diabetes têm uma 

patogénese complexa envolvendo disfunção e dano das células endoteliais 

vasculares. Estas células são susceptíveis a fatores estimulantes como o aumento 

da concentração da glicose, estresse oxidativo e glicação avançada de produtos 

finais. A hiperglicemia tem sido sugerida como uma das principais causas de 

complicações vasculares em pacientes diabéticos. Entretanto, as vasculopatias no 
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Diabetes Mellitus não dependem somente dos eventos metabólicos relacionados 

diretamente à doença. Estudos epidemiológicos têm demonstrado que o risco de 

doença vascular depende também da presença de outros fatores. Um exemplo é a 

hiperlipidemia que aumenta o risco para a doença macrovascular e albuminúria em 

pacientes diabéticos. Recentemente, tem-se reconhecido outro fator de risco 

metabólico para a doença vascular, a hiperhomocisteinemia (COLWELL, 1997; 

HOFMANN et ai., 1997). 

A homocisteína é um aminoácido sulfurado produzido pela desmetilação da 

metionina. Após a sua formação, seu metabolismo poderá seguir por duas vias, a 

remetilação e a transulfuração (Figura 1 ). Na remetilação a homocisteína adquire um 

grupo metil da 5-metiltetrahidrofolato ou da betaína para formar a metionina. A 

reação com 5-metiltetrahidrofolato acontece em todos os tecidos e tem como cofator 

a vitamina B1 2, enquanto que, a reação com betaína ocorre principalmente no fígado 

e rins. Na via de transulfuração a homocisteína se condensa com a serina para 

formar cistationina através de uma reação irreversível, dependente de piridoxal 

fosfato (vitamina B6 ) formando ao final a cisteína (BOSTOM; LATHROP, 1997; 

PIETRZIK; BRÔNSTRUP, 1997; MALINOW et ai., 1999; AUBARD et ai., 2000; 

BREMMER et ai., 2000). 

Quando o balanço entre a síntese e o tumover da homocisteína é 

interrompido, a homocisteína e seus derivados acumulam nas células e tecidos 

fluídos (KANG, 1996; MUNSHI et ai., 1996). 

Deste modo, a hiperhomocisteinemia (elevação de homocisteína no plasma 

tem sido reconhecida como um fator de risco para o desenvolvimento de doenças 

macrovasculares - doença cerebral, coronariana e arterial periférica (MUNSHI et ai., 

1996). 



T etrahidrofolato 

1 REMETILAÇÃO 1 
5, 10- Metileno 
Tetrahidrofolato 

5-metil
Tetrahidrofolato 

1 TRANSULFURAÇÃO 1 

MS - Metionina Sintetase 

CBS - Cistationina p Sintetase 

METIONINA 

Dimetilglicina 

Betafna 

1 HOIIOCISlÉNA 1 

' CBS +B6 

CISTA TIONINA 

c .. l"ª 

MTHFR - 5, 10 Metilenotetrahidrofolato Redutase 

28 

Figura 1 - Esquema do metabolismo da homocisteína (Adaptado de MALINOW 

et ai. , 1999). 
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Alguns estudos caso-controle (BOUSHEY et ai., 1995), retrospectivos 

(BOUSHEY et ai., 1995; UELAND; REFSUM, 1992; MALINOW, 1994) e prospectivos 

(NYGARD et ai., 1995; NYGARD et ai., 1997) têm identificado uma relação entre 

concentrações elevadas de homocisteína e doenças vasculares de início recente em 

artérias coronárias, cerebrais e periféricas. 

Graham et ai. (1997) detectou hiperhomocisteinemia em 42% dos pacientes 

com doença cerebrovascular, 28% com doença vascular periférica e 30% com 

doença vascular coronariana. 

O Diabetes Mellitus Tipo 2 tem sido freqüentemente associado ao 

desenvolvimento de doenças vasculares e estima-se que aproximadamente 65% 

dos pacientes diabéticos morrem por estas complicações (HUL TBERG et ai., 1991; 

ARAKI et ai., 1993). 

Neste sentido, é de grande importância clínica identificar se os indivíduos 

diabéticos Tipo 2 com hiperhomocisteinemia tem maior risco de desenvolver 

doenças vasculares que indivíduos diabéticos com concentrações normais de 

homocisteína total (STABLER et ai., 1999). 

Kaye et ai. (2002) estudaram 7 46 pacientes com Diabetes Mellitus Tipo 1 e 

Tipo 2 e identificaram 16% (n=117) destes com concentrações plasmáticas > 14 

µmol/L. 

Em adição, Okada et ai. (1999) diagnosticaram, em seu estudo com 145 

pacientes diabéticos tipo 2 (95 homens e 50 mulheres), 39,3% (n=57) destes com 

hiperhomocisteinemia (> 14 µmol/L). 

Em pacientes diabéticos com macroangiopatia foram observadas maiores 

concentrações plasmáticas de homocisteína quando comparados a pacientes 

diabéticos sem macroangiopatia ou a indivíduos não diabéticos, sugerindo que a 
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hiperhomocisteinemia seja um dos fatores de risco independente para a 

macroangiopatia no Diabetes Mellitus (ARAKI et ai., 1993). 

Davies et ai. (2001) sugerem que a relação entre homocisteína plasmática e a 

taxa de excreção de albumina observada em pacientes diabéticos Tipo 2 de longa 

data é decorrente de mudanças na função renal destes indivíduos. 

Stabler et ai. (1999) concluíram em seu estudo com mulheres e homens 

diabéticos Tipo 2, com idade média de 40 a 74 anos, que as concentrações 

elevadas de homocisteína nesta população parecem ser o resultado da combinação 

de deficiências vitamínicas (ácido fálico e vitamina 812) e diminuição da função renal 

e não parecem indicar risco de doenças vasculares. 

O mecanismo exato pelo qual a homocisteína causa aterogênese ainda não 

foi totalmente elucidado (OKADA et ai., 1999). Estudos experimentais têm sugerido 

que concentrações elevadas de homocisteína podem causar aterogênese e 

trombose (HAYASHI et ai., 1992; RIDKER et ai., 1997). As concentrações 

plasmáticas elevadas de homocisteína poderiam acelerar o efeito citotóxico da 

glicose e a modificação oxidativa da glicose para as células endoteliais (OKADA et 

ai., 1999). 

Em um estudo realizado por Mõlgaard et ai. (1992) a homocisteína facilitou a 

modificação das LDL in vitro. Em adição, as concentrações plasmáticas elevadas de 

homocisteína aumentam a ligação das lipoproteínas às fibrinas fornecendo um 

vínculo potencial entre trombose e aterosclerose. Alguns estudos in vitro têm 

mostrado que a homocisteína promove a coagulação (RODGERS; KANE, 1986; 

HARPEL et ai. 1992). Desta forma, propôs-se que a homocisteína causa dano 

endotelial grave e que esta injúria conduz a ativação plaquetária, a proliferação de 

células musculares lisas e à trombose (RODGERS; CONN, 1990). A homocisteína 
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induzindo a atenuação da biodisponibilidade do óxido nítrico causa a diminuição das 

propriedades antitrombóticas do endotélio e conduz a ativação plaquetária assim 

como a geração de trombina (OKADA et ai., 1999). 

Em pacientes diabéticos, as lipoproteínas na parede arterial são objetos para 

a modificação oxidativa via a ação da mieloperoxidase ou reação de espécies 

derivadas de óxido nítrico (DAUGHERTY et ai., 1980; OLSZEWSKI; MCCULLY, 

1993). Sugere-se que elevadas concentrações de homocisteína podem conduzir a 

auto-oxidação com a produção de peróxido de hidrogênio (H20 2), um metabólito 

prejudicial de oxigênio reativo (STARKEBEUM; HARLAN, 1986; LOSCALZO, 1996). 

Assim, a produção elevada de espécies reativas de oxigênio poderia também estar 

envolvida no dano de DNA mediado pela homocisteína. Crott e Fenech (1999) 

mostraram que a hiperhomocisteinemia induz a apoptose por dano de DNA mediado 

pela elevação intracelular de peróxidos de hidrogênio. Deste modo, sugere-se que a 

homocisteina, em concentrações elevadas, desempenhe também um papel 

genotóxico (CROTT; FENECH, 1999; CROTT; FENECH, 2001). 

A determinação da homocisteína total permite a identificação de várias formas 

de hiperhomocisteinemia (UELAND; REFSUM, 1989; KANG et ai., 1992). 

A hiperhomocisteinemia pode ser classificada nas formas leve, moderada, 

intermediária e grave de acordo com as concentrações de homocisteína plasmática 

total entre 14 e 16, entre 16 e 30, entre 31 e 100 e acima de 100 µmol/L, 

respectivamente (KANG, 1996). 

As manisfestações clínicas da hiperhomocisteinemia grave incluem 

anormalidades neurológicas, retardo mental, episódios recorrentes de 

tromboembolismo e doenças vasculares em idade precoce (KANG, 1996). 
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As várias formas de hiperhomocisteinemia são causadas por defeito(s) 

genético(s) ou não genético(s), ou pela combinação de ambos fatores (Tabela 1 ). 

Tabela 1 - Etiologia da hiperhomocisteinemia genética e não genética. 

A - Hiperhomocisteinemia genética 

• Deficiência da atividade da cistationina sintetase: mutações homozigóticas e 

heterozigóticas 

• Deficiência da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR): mutação grave 

homozigótica e heterozigótica e MTHFR termolábil 

• Deficiência da metionina sintetase devido à depleção de metilcobalamina 

B - Hiperhomocisteinemia não genética (nutricional) 

• Diminuição da atividade da cistationina sintetase devido à reduzida 

concentração de piridoxina sérica 

• Diminuição da atividade da MTHFR devido a reduzidas concentrações séricas 

de folato ou tetrahidrofolato 

• Diminuição da metionina sintetase devido à reduzida concentração de 812 

sérica 

• Diminuição da metiltransferase homocisteína-betaína devido à reduzida 

concentração de colina 

• Síntese aumentada de homocisteína devido à elevada ingestão de metionina 

Fonte: KANG, 1996. 

Várias enzimas são envolvidas nas duas rotas interconectadas do 

metabolismo da homocisteína, mas a enzima MTHFR e cistationina 13 sintetase 

(Cl3S) são as mais extensivamente estudadas. Variações nos genes que codificam 

estas enzimas podem ser importantes na determinação das concentrações 

plasmáticas de homocisteína, em populações de alto risco para o desenvolvimento 

de doenças vasculares (DEKOU et ai., 2001 ). 
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A enzima 5, 10-metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) tem um papel 

importante no metabolismo da homocisteína. Esta enzima catalisa a redução da 

5, 10-metilenotetrahidrofolato para 5-metiltetrahidrofolato, gerando assim a forma de 

folato requerida para a remetilação da homocisteína a metionina (ROSENBERG et 

ai., 2002). 

O gene humano que codifica a enzima MTHFR tem sido alvo de muitas 

investigações, este foi mapeado na região cromossômica 1 p36.3 e consiste em 

aproximadamente 17 Kb, incluindo 11 exons distanciados por 2,2 Kb (GOYETTE et 

ai., 1994, GOYETTE et ai., 1998; FODINGER et ai., 2000). 

A deficiência grave da enzima MTHFR, um raro erro inato do metabolismo, é 

caracterizada pela elevação das concentrações de homocisteína no sangue 

(hiperhomocisteinemia) e urina (homocistinúria) (HANSON et ai., 2001 ). Vinte e 

quatro raras mutações no gene da MTHFR têm sido associadas à deficiência grave 

da MTHFR e indivíduos com estas mutações possuem atividade enzimática residual 

de O a 20% e apresentam, na infância ou adolescência, retardo mental, disfunção 

motora, distúrbios psquiátricos, outras anormalidades neurológicas e risco elevado 

para doenças vasculares (FROSST et ai., 1995). 

Das várias mutações no gene da MTHFR que têm sido identificadas, algumas 

delas resultam na síntese de variantes termolábeis da MTHFR, ou seja, variantes 

que exibem atividade enzimática mínima após a desativação por calor a 46°C 

(KANG et ai., 1988; ENGBERSEN et ai., 1995; GOYETTE et ai., 1995). 

Em 1988, Kang et ai. descreveram pela primeira vez uma variante da MTHFR 

com propriedades termolábeis. Indivíduos com esta variante para a enzima 

MTHFR apresentavam uma diminuição da atividade específica da MTHFR em 

linfócitos (< 50% da média do controle), mostrando um aumento da termolabilidade 
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após a pré-incubação à 46°C e conduzindo a elevação moderada das concentrações 

plasmáticas de homocisteína. Kang et ai. (1991b) descreveram o aumento da 

incidência desta variante da MTHFR em pacientes com doença arterial coronariana. 

Em 1995, Frosst et ai. identificaram a mutação C677T, no exon 4 do gene da 

MTHFR, que converte o códon da alanina para o códon da valina, com a substituição 

de C para T no nucleotídeo 677. Estes autores mostraram que esta mutação codifica 

a forma termolábil da MTHFR, previamente sugerida por Kang et ai. (1991 b) como 

um fator de risco para a doença vascular. Em adição, Kang et ai. (1991 a) detectaram 

quatro indivíduos heterozigotos para a enzima termolábil MTHFR, com menos de 

25% da média normal de atividade específica da MTHFR em extratos de linfócitos. 

Três destes indivíduos, com concentrações normais de ácido fólico e vitamina B12, 

tinham hiperhomocisteinemia intermediária e um indivíduo com elevadas 

concentrações de ácido fólico e vitamina B12 não apresentou aumento das 

concentrações de homocisteína no plasma. Os autores sugeriram que indivíduos 

com alelo mutante são mais susceptíveis ao desenvolvimento de 

hiperhomocisteinemia, mesmo quando as concentrações plasmáticas de ácido fólico 

e vitamina B12 encontram-se nos limites de normalidade. Entretanto, a 

hiperhomocisteinemia devido à presença de um alelo mutante (genótipo 

heterozigoto) é corrigida pela terapia oral com ácido fólico. 

Uma nova mutação, no exon 7 do mesmo gene da MTHFR, foi notificada por 

Van der Put et ai., 1998. A mutação A 1298C resulta na alteração do códon de 

glutamato para a alanina, conduzindo a uma diminuição na atividade da MTHFR, a 

qual é mais pronunciada em homozigotos mutantes que em heterozigotos. Nos 

estudos de Van der Put et ai. (1998) e Weisberg et ai. (1998), o alelo mutante C, 

entretanto, não foi associado às concentrações plasmáticas elevadas de 
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homocisteína ou com a redução de ácido fólico no plasma, fenômenos evidentes na 

mutação C677T. 

Friso et ai. (2002) não encontraram diferença na freqüência do genótipo para 

a mutação A 1298C entre pacientes com doença arterial coronariana (n = 302) e 

indivíduos normais (n = 168). 

Entretanto, vários autores têm sugerido uma interação entre as duas 

mutações, A 1298C e C677T. Quando comparada com a heterozigose para a 

mutação A 1298C ou C677T, a heterozigose combinada (1298AC/677CT) foi 

associada com uma maior redução da atividade específica da enzima, com maiores 

concentrações de homocisteína e diminuição das concentrações de ácido fólico no 

plasma, sugerindo que o genótipo duplamente heterozigoto possa ser um fator de 

risco adicional para a doença vascular (VAN DER PUT et ai., 1998; FRIEDMAN et 

ai., 1999). 

A variável termolábil da MTHFR tem sido consistentemente associada com 

elevações moderadas nas concentrações de homocisteína no plasma. Existem, 

entretanto, resultados contraditórios na literatura com referência ao papel das 

mutações no gene da MTHFR como fatores de risco independentes para as doenças 

vasculares (BRATTSTROM et ai., 1998; DELVIN et ai., 2000). 

Haviv et ai. (2002) estudando 120 pacientes em hemodiálise observaram que 

a prevalência de doenças vasculares foi identificada em 55% destes pacientes e os 

fatores de risco cardiovascular mais comuns, enumerados em ordem decrescente, 

foram hiperhomocisteinemia, mutação C677T, concentrações plasmáticas reduzidas 

de ácido fólico, Diabetes Mellitus, hipertensão e duplo estado heterozigoto para 

ambas as mutações C677T e A 1298C. 
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Kluijtmans et ai. (1997) em seu estudo com 735 indivíduos com doença 

arterial coronariana e 1250 indivíduos controles sugeriram que ambos os genótipos, 

homozigoto mutante e heterozigoto para a mutação C677T, resultam na elevação 

moderada das concentrações plasmáticas de homocisteína e que o genótipo 

homozigoto mutante é um modesto, mas significativo, fator de risco para a doença 

arterial coronariana. 

Entretanto, Pullin et ai. (2002) examinando os diferentes genótipos para a 

mutação C677T em 126 indivíduos saudáveis não encontraram associações entre as 

concentrações de homocisteína, diferentes genótipos e função endotelial. 

Zheng et ai. (2000) estudando a freqüência da mutação C677T na população 

chinesa observaram que o genótipo homozigoto mutante foi mais freqüente em 

pacientes com trombose venosa quando comparados a indivíduos controles 

saudáveis (18,9% x 12,3%). O genótipo heterozigoto para a mutação C677T 

prevaleceu em pacientes com infarto cerebral comparados a indivíduos controles 

(53,9% x 36,9%). O risco relativo de infarto cerebral foi de 0,96 para indivíduos 

homozigotos (677TT) e 1,99 para indivíduos heterozigotos (677CT). 

Em um estudo com 84 indivíduos diabéticos Tipo 2, recentemente 

diagnosticados, e 115 indivíduos controles não diabéticos, a mutação C677T no 

gene da MTHFR foi associada, embora levemente, com a elevação das 

concentrações de homocisteína no plasma (WIRTA et ai., 2002). 

Recentemente, Rady et ai. (2002) identificaram uma nova mutação no exon 

11 do gene da MTHFR. A mutação G1793A resulta na substituição do aminoácido 

arginina por glutamina. 

lsotalo e Donnelly (2002) comentaram que a descoberta desta nova mutação 

por Rady et ai. (2002) é de grande importância e que investigações adicionais sobre 
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a freqüência desta mutação em outras populações e a interação deste polimorfismo 

com mutações já descritas, com o metabolismo do ácido fólico e desenvolvimento da 

hiperhomocisteinemia são de relevância clínica, pois podem auxiliar no melhor 

entendimento do complexo sistema envolvendo o metabolismo do ácido fólico. 

Na hiperhomocisteinemia genética, estima-se que a prevalência de 

heterozigose, causando deficiência de cistationina J3 sintetase e 

metilenotetrahidrofolato, é de 1 % e 0,5 % da população em geral, respectivamente 

(KANG, 1996). Em adição, a presença de uma variável termolábil reduzindo a 

atividade da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), em indivíduos com genótipo 

homozigoto mutante, foi identificada em mais de 5 % da população em geral e em 14 

a 17 % de pacientes com doenças vasculares (LUFT , 2000). 

Estudos sobre a prevalência da mutação C677T têm identificado a presença 

do alelo mutante Tem 24% a 40% dos europeus (VAN DER PUT et ai., 1996), 26% 

a 37% da população japonesa (SOHDA et ai., 1997) e em aproximadamente 11 % da 

população americana-africana (STEVENSON et ai., 1997). O Quadro 1 apresenta a 

prevalência do polimorfismo C677T em 881 indivíduos de 16 populações distribuídas 

pelo mundo. 

Arruda et ai. (1998) estudaram uma amostra heterogênea de 327 indivíduos 

brasileiros e encontraram genótipo homozigoto mutante para o polimorfismo C677T 

em 10% de descendentes caucasianos; 1,45% entre os negros e 1,2% entre os 

descendentes indígenas. 
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Quadro 1 - Distribuição mundial (freqüência genótípica e freqüência alélica) da 

mutação C677T. 

Nº C/C C/T T/T Freqüência Intervalo de 
Países do alelo T {%) confiança 95º/• 

(%) 

Europa 

Reino Unido 94 45 42 7 18,6 13-25,9 

Africa 

República Africana Central 

Bantu 44 36 8 o 9,1 3,9-17,9 

Pigmeus 8 7 1 o 6,25 0,16-34,8 

Gâmbia 24 21 3 o 6,25 1,29-18,26 

Kenya 61 55 6 o 4,9 1,80-10,7 

Madagascar 97 84 13 o 6,7 3,6-11,4 

Total 234 203 31 o 6,6 4,5-9,4 

Oriente Médio 

Yemen 46 31 14 1 17,4 9,9-28,2 

Asia 

Polinésia Francesa 64 38 25 1 21, 1 13,9-30,7 

{descendência Chinesa) 

Hong Kong (Chineses) 47 22 19 6 33,0 22,4-46,8 

Vanuatu 71 60 10 1 8,5 4,4-14,8 

Mongólia 36 13 20 3 36,1 23,6-52,9 

Indonésia 61 42 18 1 16,4 10,0-25,3 

Total 279 175 92 12 20,8 17,2-24,9 

Asia Menor 

Sri Lanka 67 61 6 o 4,5 1,6-9,7 

Australásia 

Povoado Montanhês 85 77 8 o 4,7 2,0-9,3 

Américas 

Nu-Chah-Nulth 37 25 10 2 18,9 10,3-31,7 

Ameríndios Brasileiros 39 12 19 8 44,9 31 ,2-62,4 

Total 76 37 29 10 32,2 23,8-42,6 

TOTAL GERAL 881 

Fonte: (SCHNEIDER et ai., 1998). 
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Estudos com um número relativamente pequeno de indivíduos avaliados têm 

mostrado que aproximadamente 10% dos indivíduos são homozigotos com alelos 

mutantes para o polimorfismo A 1298C e que cerca de 20% dos indivíduos são 

duplamente heterozigotos para as mutações C677T e A1298C (VAN DER PUT et ai., 

1998; WEISBERG et ai., 1998). 

Nas populações étnicas incluídas no estudo de Rady et ai. (2002) a mutação 

G1793A foi menos comum que as mutações C677T e A1298C. A freqüência alélica 

foi menor em judeus e americanos-africanos, comparadas às freqüências alélicas de 

caucasianos e hispânicos. 

O efeito da nutrição, medicamentos, condições endocrinológicas e outras 

doenças sobre as concentrações de homocisteinemia plasmática têm sido bem 

documentados (KANG et ai., 1987; UELAND; REFSUM, 1989). 

Algumas vitaminas funcionam como cofatores e substratos no metabolismo 

da metionina e homocisteína. O ácido fólico e a cianocobalamina (B12) regulam a 

rota metabólica catalizada pela enzima MTHFR e metionina sintetase, 

respectivamente, enquanto que a piridoxina (B5) é um cofator da cistationina 13 

sintetase. Um grande número de estudos tem demonstrado uma correlação inversa 

entre as concentrações plasmáticas ou séricas de homocisteína com ácido fólico, 

vitamina B12 e vitamina B6 (KANG et ai., 1987; SELHUB et ai., 1993; UELAND et ai., 

1993; MALINOW et ai., 1999). 

Deste modo, o estado nutricional como um simples fator ou em associação 

com alguns fatores genéticos, assim como a MTHFR termolábil, causam várias 

formas de hiperhomocisteinemia (KANG et ai., 1991 a, 1992, 1996). 

Para o tratamento da hiperhomocisteinemia indica-se verificar a base de sua 

etiologia e gravidade do(s) defeito(s) genéticos. O método preferido para o 
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tratamento da hiperhomocisteinemia genética é a ativação da atividade da enzima 

mutante com o cofator ou o precursor do cofator. Este método não corrige a 

hiperhomocisteinemia, mas a suplementação com doses farmacológicas de betaína 

ou de ácido fólico poderiam ser utilizadas como alternativa para melhorar o turnover 

da homocisteína (KANG, 1996). 

Na presença da mutação termolábil da MTHFR quantidades de ácido fólico e 

vitamina 812, acima da recomendação (DRls, 2000), têm sido sugeridas para regular 

as concentrações de homocisteína e potencialmente reduzir o risco para doenças 

vasculares (KRAUWELL et ai., 2000) 

Deste modo, a suplementação com ácido fólico, vitamina 8 12, e em alguns 

casos, com a vitamina 8 6, de forma a manter os níveis séricos acima da 

normalidade, poderia ser efetiva na redução da hiperhomocisteinemia moderada 

(KANG, 1996). 

Folato e ácido fólico são os sinônimos mais utilizados para denominar 

pteroilglutamato e ácido pteroilglutâmico. Estes termos também podem ser utilizados 

no senso genérico para designar um membro da família dos pteroilglutamatos, ou a 

misturas deles. O ácido fólico consiste de uma base de pteridina ligada a uma 

molécula de ácido p-aminobenzóico (PA8A) e ácido glutâmico (uma, três ou sete 

moléculas). Absorvido no jejuno, o ácido fólico é reduzido e metilado pelo fígado e 

liberado pela circulação sistêmica. A forma predominante de ácido fólico no plasma e 

em células vermelhas é o 5-metiltetrahidrofolato. A deficiência de ácido fólico pode 

ocorrer devido à associação de um ou mais fatores como, ingestão, absorção ou 

utilização inadequada, aumento das necessidades, da excreção e da destruição 

(VANNUCCHI; JORDÃO JR., 1998). A ingestão diária de ácido fólico suficiente para 

satisfazer as necessidades de quase todos os indivíduos saudáveis, de ambos os 
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sexos, com idade entre 14 e > 70 anos, é de 400 µg. Sugere-se como quantidade 

máxima de ingestão diária de ácido fólico a dose de 1 mg, a fim de evitar efeitos 

adversos causados pelo consumo excessivo desta vitamina (FOOD ANO 

NUTRITION BOARD - INSTITUTE OF MEDICINE, 2000). 

Diversos compostos diferentes de cobaia mina (presença do íon cobalto) 

exibem atividade de vitamina B12. A vitamina B12 desempenha diversas funções 

metabólicas, atuando como coenzima aceptora de hidrogênio. Sua função mais 

importante consiste em atuar como coenzima para reduzir ribonucleotídeos a 

desoxirribonucleotídeos, uma etapa necessária para a replicação dos genes. Isso 

poderia explicar as duas principais funções da vitamina B12: (1) promoção do 

crescimento e (2) promoção da formação e maturação dos eritrócitos. A 

cianocobalamina e a hidroxicobalamina são as formas mais ativas da vitamina B12. A 

cianocobalamina é prontamente convertida no organismo para forma de cofator, 

metilcobalamina e 5-deoxiadenosilcobalamina. A metilcobalamina contém o cobalto 

na forma Co+ e age como cofator para a metionina sintetase. A deficiência de 

vitamina B12 resulta em prejuízo nas atividades das enzimas que necessitam desta 

vitamina. Esta diminuição da capacidade enzimática inibe a síntese de produtos de 

enzimas e causa o acúmulo de reagentes na célula. A inibição da metionina 

sintetase impede a síntese de metionina e a regeneração de tetrahidrofolato. Uma 

das conseqüências desta inibição é o prejuízo no metabolismo mediado pelo ácido 

fólico, devido à deficiência para converter tetrahidrofolato em 5-metiltetrahidrofolato. 

O maior efeito da deficiência de vitamina B12 é um prejuízo no desenvolvimento, 

particularmente de células que crescem rapidamente assim como as células 

vermelhas imaturas. A deficiência de vitamina B12 também resulta em uma elevação 

das concentrações de homocisteína nas células e circulação sangüínea (BRODY, 
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1993). A ingestão diária de vitamina 812 para atender as necessidades de quase 

todos os indivíduos saudáveis, de ambos os sexos, na faixa etária de 14 a > 70 

anos, é de 2,4 µg/dia (FOOD ANO NUTRITION 8OARD - INSTITUTE OF 

MEDICINE, 2000). 

No estudo de Malinow et ai. (1997) os indivíduos com genótipo 677TT 

apresentaram maiores reduções de homocisteína plasmática após a suplementação 

com 1 ou 2 mg de ácido fólico, por um período de 3 semanas. Entretanto, menores 

reduções nas concentrações de homocisteína foram observadas em indivíduos com 

o genótipo normal para a mutação C677T. 

Nelen et ai. (1998) relataram que mulheres (idade de 22 a 48 anos) com o 

genótipo 677TT tiveram maior redução das concentrações de homocisteína em 

jejum (41%), comparadas com 26% de redução para os genótipos 677CC e 677CT, 

após a suplementação com 0,5 mg/dia de ácido fólico, durante 4 semanas. Estes 

dados indicam que comparado aos genótipos 677CC ou 677CT, os indivíduos que 

são homozigotos mutantes para o polimorfismo C677T respondem melhor a redução 

das concentrações plasmáticas de homocisteína após a suplementação com ácido 

fólico. 

Krauwell et ai. (2000) usando um protocolo de depleção/repleção de folato 

observaram que mulheres idosas (60 a 85 anos), homozigotas para a mutação 

C677T da MTHFR, apresentaram maior risco para a elevação de homocisteína 

plasmática em resposta a ingestão de folato moderadamente reduzida quando 

comparadas às mulheres com genótipos heterozigoto ou normal. 

Kimura et ai. (2000) estudando 464 pacientes em hemodiálise, alguns deles 

diabéticos, observaram uma associação negativa entre as concentrações 

plasmáticas de ácido fólico e vitamina 812 com as concentrações de homocisteína. 
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Este resultado foi encontrado entre a população total estudada e para cada grupo 

com diferente genótipo para a mutação C677T. 

Em dietas habituais, quando a ingestão de ácido fólico é adequada e a 

ingestão de vitamina 812 encontra-se diminuída, pela redução do consumo de 

alimentos de origem animal, a concentração de vitamina 8 12 é depletada no plasma 

com um concomitante aumento das concentrações de homocisteína. O mecanismo 

sugerido é a falência da transferência do grupo metil da 5-metiltetrahidrofolato pela 

vitamina 812 na remetilação da homocisteína para metionina (MANN et ai., 1999). 

O Diabetes Mellitus é uma causa comum de doenças vasculares e torna-se 

extremamente importante identificar novos fatores que poderiam amplificar os riscos 

associados ao estado diabético. 

Existem evidências que a elevação das concentrações plasmáticas de 

homocisteína estejam relacionadas à doença vascular. Deste modo, a identificação 

de fatores de risco genéticos, como as mutações no gene da MTHFR, e nutricionais, 

como as deficiências de ácido fólico e vitamina 812, para a hiperhomocisteinemia, 

torna-se de grande relevância clínica, visto que alguns estudos têm demonstrado 

que na maioria dos casos os tratamentos com cofatores do metabolismo da 

homocisteinemia resultam em diminuição considerável das concentrações 

plasmáticas deste aminoácido. Alternativamente, a suplementação com ácido fólico 

pode ser uma variável de intervenção que deve ser considerada no relacionamento 

genótipo-fenótipo da hiperhomocisteinemia em indivíduos diabéticos Tipo 2. 

Com estes resultados haverá a possibilidade, frente à confirmação da 

mutação e hiperhomocisteinemia como fatores de risco para doenças vasculares, de 

traçar estratégias para a prevenção ou controle da progressão destas doenças, 

principais responsáveis pela alta morbidade e mortalidade na população diabética. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Verificar a ocorrência de hiperhomocisteinemia em pacientes diabéticos do 

tipo 2 e avaliar o efeito da suplementação com ácido fólico sobre as concentrações 

plasmáticas de homocisteína, nos diferentes genótipos da MTHFR.. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Estimar a freqüência alélica e genotípica dos indivíduos diabéticos Tipo 2 

para as mutações C677T, A1298C e G1793A do gene que codifica a MTHFR; 

- Determinar as concentrações plasmáticas de homocisteína, ácido fálico e 

vitamina B12 em pacientes diabéticos Tipo 2, antes e após a suplementação com 

ácido fálico; 

- Verificar as correlações entre as concentrações plasmáticas basais de 

homocisteína, ácido fólico e vitamina B12; 

- Verificar as associações entre as mutações C677T, A1298C e G1793A do 

gene que codifica a enzima MTHFR e a presença de hiperhomocisteinemia; 

- Avaliar o efeito da suplementação com ácido fálico sobre as concentrações 

plasmáticas basais de homocisteína dos indivíduos com alelos mutantes para os 

polimorfismos C677T, A1298C e G1793A. 



CASUÍSTICA E MÉTODOS 
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3 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

3.1 CASUÍSTICA 

3.1.1 Seleção dos Pacientes 

Participaram do estudo de caracterização genotípica 150 pacientes com 

Diabetes Mellitus Tipo 2, assistidos pelo Programa de Diabetes e Hipertensão da 

Unidade de Saúde Central - Secretaria Municipal de Saúde e Saneamento -

Balneário Camboriú - se. 

Os pacientes foram atendidos e triados por nutricionistas, entre fevereiro de 

2001 a outubro de 2002, em consultas ambulatoriais. 

Destes 150 pacientes, 83 que atendiam aos critérios de inclusão no estudo 

foram suplementados com ácido fálico, durante três meses, à medida que 

retornavam às consultas mensais. 

Anteriormente a coleta de dados para o estudo, todos os pacientes foram 

informados sobre a finalidade do mesmo e sobre os procedimentos experimentais 

que participaram, sendo solicitado as suas assinaturas em um termo de 

consentimento pós-informação (APÊNDICE A). 

O presente trabalho foi submetido à apreciação do Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo -

SP (ANEXO A) e da Comissão de Ética para Pesquisas em Humanos da 

Universidade do Vale do ltajaí - SC (ANEXO B), obtendo aprovação em ambos os 

Comitês. 



48 

O diagnóstico e a classificação do Diabetes Mellitus foram estabelecidos de 

acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (2000). Os pacientes foram 

considerados diabéticos quando apresentaram pelo menos um dos critérios a seguir: 

valores plasmáticos de glicose de jejum ~ 126 mg/dl em duas determinações; 

valores plasmáticos de glicose > 200 mg/dl, 2 horas após a administração oral de 

75 gramas de glicose; uso de hipoglicemiantes orais ou insulina. 

Foram excluídos os casos com doenças infecciosas, quadros inflamatórios 

agudos e com creatinina sérica > 1,4 mg/dl, com exceção de um paciente 

heterozigoto para a mutação C677T. Os pacientes que utilizavam suplementos com 

ácido fólico, isolado ou em combinação com outras vitaminas, também não foram 

incluídos no seguimento. 

3.1.2 Delineamento Experimental 

Inicialmente foram realizadas avaliações clínicas, antropométricas e coletou

se sangue para a extração de DNA dos 150 pacientes. Destes, 83 indivíduos foram 

objetos de estudo e receberam diariamente cápsulas contendo 1 mg de ácido fólico 

(Origem China - 010460, Distribuidor Galena - Campinas/SP), durante 3 meses. 

Coletas de sangue em jejum de 12 horas foram realizadas para estes indivíduos 

antes e após o período de suplementação e as determinações de homocisteína, 

ácido fólico e vitamina B12 foram realizadas nestes dois momentos: basal e após a 

suplementação. 

A Figura 2 apresenta o esquema do delineamento experimental. 
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-t • 
t 

•• ! ••• Íc ______ A ______ > J 

_ 150 pacientes; 

tltt Seleção de pacientes; 

t Avaliação Clínica e Antropométrica; 

•oNA Coleta de sangue em jejum para extração de DNA e posterior identificação das 

mutações gênicas; 

_ 83 pacientes; 

•• Coleta de sangue em jejum para realização das determinações laboratoriais basais 

(homocisteína, ácido fólico e vitamina B12); 

2 Suplementação com 1 mg de ácido fólico/dia, durante três meses; 

• •• Coleta de sangue em jejum para realização das determinações laboratoriais após a 

suplementação (homocisteína, ácido fólico e vitamina B12). 

Figura 2 - Esquema do delineamento experimental 

As identificações dos polimorfismos no gene da MTHFR, para os 150 

indivíduos, foram realizadas concomitantemente com a suplementação com ácido 

fólico. 

Adotou-se como normalidade para as concentrações plasmáticas de 

homocisteína valores < 14 µmol/L, sugeridos em vários trabalhos citados na 

literatura (SELHUB et ai. , 1993; NYGARD et ai. , 1997; OKADA et ai., 1999; 

HOOGEVEEN et ai. , 2000). 

Para as determinações plasmáticas de ácido fólico e vitamina B12 utilizou-se 

como parâmetros de normalidade os valores sugeridos pelo Kit: 3,0 a 17 ng/ml e 

200 a 950 pg/ml, respectivamente. Os valores de 3 a 4 ng/ml e de 200 a 300 pg/ml 
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foram considerados como limítrofes para as concentrações plasmáticas de ácido 

fólico e vitamina B12, respectivamente. 

3.1.3 Avaliação Clínica 

Os pacientes diabéticos passaram por um exame clínico geral, realizado 

pelos médicos responsáveis pelo Programa de Diabetes e Hipertensão da Secretaria 

Municipal de Saúde e Saneamento. Na avaliação clínica foram observados e 

coletados dos prontuários dados sobre o diagnóstico da doença, utilização de 

medicamentos, estado de saúde geral e pressão arterial sistêmica. 

Na primeira consulta nutricional realizou-se uma anamnese clínico-nutricional 

obtendo informações sobre: identificação do paciente; idade; história médica, história 

pessoal de doenças vasculares, hipertensão e diabetes; história familiar de doenças; 

tabagismo; etilismo; atividade física; modificações dietéticas; hábitos intestinais e 

urinários; e utilização de suplementos vitamínicos. Estes dados foram anotados e 

comparados aos demais existentes no prontuário. 

3.1.4 Avaliação Antropométrica 

Para a avaliação antropométrica dos pacientes foram coletados o peso, a 

altura e a circunferência da cintura e do quadril na primeira consulta ambulatorial 

realizada por nutricionista. O diagnóstico nutricional foi obtido através da relação 

cintura-quadril (OMS, 1990) e do lndice de Massa Corporal - IMC, (WHO, 1995). 

A OMS (1990) sugere como ponto de corte para a relação cintura-quadril 0,8 

para mulheres de meia idade ou idosas e 0,9 para homens. 
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O IMC foi calculado a partir da relação peso/altura2 (Kg/m2 ) e classificado em 

relação à normalidade segundo a WHO (1995). 

- Peso e Altura 

O peso corporal foi obtido através da balança de contra-peso, Marca Filizola, 

com capacidade máxima de 150 Kg e subdividida em 100 gramas. A obtenção do 

peso foi realizada segundo as técnicas propostas por Jelliffe (1968). 

Para a altura utilizou-se o antropômetro acoplado a balança de contra-peso, 

com acurácia de 0,5 cm. Os pacientes foram avaliados na posição ortostática (em 

pé), com os pés unidos, olhando para frente e sem fletir a cabeça. 

Estes procedimentos foram realizados na primeira consulta nutricional. 

- Circunferência da Cintura e do Quadril 

As medidas de circunferência da cintura e do quadril foram obtidas segundo 

as técnicas propostas por Cameron (1984). 

A circunferência da cintura foi medida com a cintura despida, com os braços 

relaxados ao longo do corpo e levemente afastados para passar a fita . A fita métrica 

foi colocada firmemente na área de menor extensão abdominal, num plano 

horizontal, sem comprimir o tecido. 

A circunferência do quadril foi medida com fita métrica circundando levemente 

o corpo na maior saliência das nádegas, sem comprimir a pele. Esta medida foi 

obtida com o uso de roupas leves. 
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3.1.5 Caracterização Individual e Clínica dos Pacientes 

Da população total do estudo, 84 (56 %) indivíduos eram do sexo feminino e 

66 (44 %) do sexo masculino. 

A mediana de idade da totalidade de indivíduos estudados foi de 58 anos 
' 

sendo a idade mínima de 30 anos e a máxima de 80 anos. 

Quanto à raça, do total de pacientes avaliados, 3 (2%) indivíduos eram 

negros, 3 (2%) mulatos, 3 (2%) pardos e 141 (94%) brancos. A maioria dos 

indivíduos estudados (56%) era natural de SC; 17,4% do RS; 8% do PR; 6% de SP; 

7 ,3% de outros Estados brasileiros e 5,3% eram estrangeiros. 

Os dados obtidos através da avaliação clínico-nutricional dos pacientes 

mostraram que 12,7% (n= 19) tinham diagnóstico recente do Diabetes Mellitus (< 1 

ano); a maioria (59,3%, n= 89) detectou a doença de 1 a 10 anos atrás e 42 

indivíduos. (28%) tinham diabetes de longa data (~ 11 anos). 

Dos 150 indivíduos diabéticos Tipo 2 64% (n=96) tinham hipertensão arterial 

sistêmica associada. 

Sabe-se que o Diabetes Mellitus Tipo 2 é uma desordem metabólica de 

etiologia múltipla, mas acredita-se que a hereditariedade esteja envolvida no 

desenvolvimento desta doença. Cento e sete (73,8%) pacientes diabéticos relataram 

ter antecedentes familiares de primeiro grau com Diabetes Mellitus e 93 (64, 1 %) com 

cardiopatia. Cinco pacientes (3,3%) desconheciam seus antecedentes familiares 

biológicos. 

Quanto às formas de tratamento do Diabetes Mellitus, 106 indivíduos (70,7%) 

faziam uso de hipoglicemiantes orais; 17 (11,3%) utilizavam hipoglicemiantes orais 
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associados à insulina; 19 (12,7%) não utilizavam medicamentos e 8 (5,3%) 

indivíduos faziam uso de insulina. 

A maioria dos indivíduos estudados (74%, n=111) realizou modificações 

alimentares após o diagnóstico do Diabetes Mellitus, sendo que destes, 37% 

receberam orientação do médico: 31,6% do nutricionista; 12,6% da equipe 

multiprofissional; 6,2% de outros profissionais e 12,6% modificaram sua alimentação 

por conta própria, sem orientação profissional. 

Um grande percentual de indivíduos declarou-se inativo (41,3%, n=62), 

entretanto, 34% (n=51) referiram atividade física leve (~ 4 horas/semana) e 24,7% 

(n=37) atividade física moderada (~ 4 horas/semana). Nenhum paciente relatou 

atividade física intensa (treinamento regular ou participação em esportes de 

competição). 

A maioria dos indivíduos participantes do estudo referiu hábito intestinal 

normal (70,7%, n=106) e a presença de poliúria (66%, n=99). 

Quanto ao hábito de fumar somente um pequeno percentual apresentou-se 

como fumantes (9,3%, n= 14); sendo que 26% (n=39) referiram ser fumantes 

pregressos e a maioria (64,7%, n=97) não fumantes. 

Noventa e oito diabéticos declararam-se não etilistas (65,3%), 10 (6,7%) 

etilistas pregressos e 42 (28%) são etilistas esporádicos ou ingerem bebidas 

alcoólicas (cerveja, vinho, whisky, cachaça) diariamente. 

A ingestão de líquidos permaneceu dentro da quantidade recomendada (~ 2 

litros/dia) para 40% (n=60) dos indivíduos avaliados. 
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3.2 MÉTODOS 

3.2.1 Coleta das Amostras de Sangue 

Antes e após os três meses de suplementação com ácido fólico 

aproximadamente 1 O ml de sangue periférico dos indivíduos diabéticos, em jejum 

de 1 O a 12 horas, foram coletados com anticoagulante (EDTA) para a realização das 

determinações laboratoriais e extração do DNA. 

3.2.2 Análises Laboratoriais 

3.2.2.1 HOMOCISTEÍNA 

A determinação de homocisteína plasmática foi realizada por cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE), pelo método descrito por Katrusiak et ai. (2001 ). 

Inicialmente estabilizou-se 150 µL de plasma com 150µL de ácido 

sulfosalicílico 9% em EDTA 0,2mM. Esperou-se 5 minutos e centrifugou-se por 10 

minutos, a 3000 rpm. 

Retirou-se 150 µL do sobrenadante e adicionou-se 500 µL de Tris-HCI 0,5 M 

(pH = 8,9) e 20 µL de DDT 1 O mM (dithiothreitol). Esperou-se 5 minutos. 

Adicionou-se 350 µL de DTNB 10 mM (5,5 'dithio-bis-2ácido nitrobenzóico) em 

0,5 M K2HPO4 (pH = 7,2) e após 5 minutos acrescentou-se 50 µL de H3PO4 7 M. 

Centrifugou-se e injetou-se em CLAE SHIMADZU modelo LC - 9A, nas seguintes 

condições de trabalho: 
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- Coluna= C18 (30x46mm) - Nucleosil 

- Fluxo = 1,0 ml por minuto 

- Fase Móvel= 12% metanol/ 88% KH2PO4 100mM (pH = 3,8) 

- Detecção= UV (Ã = 330nm) 

- Diâmetro da Partícula = 5,0 micra 

- Volume de Injeção= 20 µL 

A curva de calibração do aparelho foi feita a partir de uma solução estoque 

200µM de DL- Homocisteína (S-4628 - Sigma), em água Milli-Q, nas seguintes 

concentrações: 10, 20 e 100 µM. Os resultados obtidos foram comparados com os 

picos dos padrões e expressos em µmol/L. 

3.2.2.2 ÁCIDO FÓLICO E VITAMINA 8 12 

O ácido fálico e a vitamina 8 12 foram quantificados no plasma, por meio de 

radioimunoensaio, utilizando o Kit DUALCOUNT (Fabricado por DPC® MEDLA8). A 

leitura foi realizada em Contador de Radiação Tipo Gama - Gamma C12 (Fabricado 

por 8erthold - Alemanha para DPC® MEDLAB) com canais para 1251 (ácido fálico) e 

57 Co (Vitamina 812). 

Foram utilizados dezoito tubos marcados em duplicata: T (conteúdo total), 

NSB (ligante não específico), A (ligante máximo) e calibradores de 8 até G. Para as 

amostras de pacientes foram utilizados tubos identificados em uniplicata. 

Adicionou-se 200 µL de Calibrador zero A dentro do NSB e Tubos A, e 200 µL 

dos calibradores restantes 8 até G dentro dos tubos correspondentes. Pipetou-se 

200 µL de cada controle (alto, médio e baixo) e amostras de plasma dentro de cada 

tubo preparado. 
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Preparou-se a solução de trabalho não mais do que 30 minutos antes da sua 

utilização: 50 µL de dithiothreitol (DTT) por tubo e 1 ml do traçador. 

Adicionou-se 1 ml da solução de trabalho em todos os tubos. Agitou-se por 

vórtex. 

Incubou-se por 30 min à temperatura ambiente (15 a 18 ºC). 

Adicionou-se 50 µL de NaOH/KCN para todos os tubos. Agitou-se novamente 

(vórtex). 

Incubou-se por 30 min a 37ºC em banho-maria. 

Adicionou-se 1 ml do ligante de Vitamina B12/Acido fólico para todos os 

tubos, exceto para o tubo NSB. Para os tubos NSB adicionou-se 1 ml de água 

destilada estéril. Agitou-se vigorosamente (vórtex). 

Incubou-se por 60 min à temperatura ambiente (15 a 28ºC). 

Centrifugou-se 15 minutos a aproximadamente 2000 g (2650 r.p.m). 

Decantou-se o sobrenadante simultaneamente usando uma estante e 

preservou-se o precipitado para a contagem (Tubo T sem precipitado). 

Imediatamente contou-se o precipitado em contador gama, com canal para 

1251 (ácido fólico) e 57Co (Vitamina B12). Os resultados são expressos em ng/ml para 

o ácido fólico e em pg/ml para a Vitamina B12. 

3.2.3 Extração do DNA Genômico de Leucócitos 

A extração do DNA genômico de leucócitos foi realizada no Laboratório de 

Biologia Molecular do Centro de Ciências da Saúde da Universidade do Vale do 

ltajaí, segundo o método descrito por Miller et ai., 1988. 
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Coletou-se cerca de 5,0 ml de sangue periférico, dos indivíduos em jejum de 

1 O a 12 horas, em tubos contendo EDTA como anticoagulante. Transferiu-se o 

sangue total para dois tubos de 15 ml estéreis (2,5 ml em cada tubo). Adicionou-se 

tampão lise I gelado até completar o volume de 12,5 ml. Após homogeneizar a 

solução, centrifugou-se a 3200 rpm, por 5 minutos, a uma temperatura de +4 ºC. 

Desprezou-se cuidadosamente o sobrenadante e adicionou-se ao precipitado 

2,25 ml de tampão lise li; 62,5 µL de SDS 10% e 550 µL de perclorato de sódio 5,0 

M. Agitou-se vigorosamente por 10 segundos à temperatura ambiente. 

Para a extração de proteínas adicionou-se 1 ml de NaCI 6 M e, novamente, 

agitou-se em vórtex por 15 segundos. Centrifugou-se a 2600 rpm à temperatura 

ambiente por 5 minutos. 

Cuidadosamente, derramou-se o sobrenadante em um tubo limpo de 15 ml, 

evitando o pellet, e adicionou-se 3,5 ml de isopropanol absoluto. Misturou-se 

gentilmente por inversão. 

Removeu-se o DNA precipitado com uma ponteira estéril para um tubo de 

Eppendorf, retirando o excesso de isopropanol. 

Lavou-se o DNA com 1,0 ml de etanol absoluto 75%, centrifugando a 5000 

rpm, por 5 minutos. Repetiu-se este procedimento e, posteriormente, removeu-se o 

excesso de etanol cuidadosamente. Deixou-se o DNA secando à temperatura 

ambiente. 

Ressuspendeu-se o DNA em 200 µL de água milli-Q autoclavada e 

armazenou-se sob refrigeração (aproximadamente 4°C) para posterior identificação 

das mutações gênicas. 



Reagentes utilizados: 

-Tampão de Lise 1 

Volume Final = 1 litro 

0,3 M de Sacarose (PM = 342,3) 

1 O Mm Tris-HCI (pH = 7 ,5) 

5 mM MgCI 

Triton x-100 1% 

Estocado em local escuro, sob 

refrigeração (4ºC). 

- Tampão de Lise li 

Volume Final = 1 litro 

0,075 M NaCI 

0,024 M Na-EDTA 

pH = 8,0 ajustado com NaOH. 

Estocado à temperatura ambiente. 

3.2.4 Condições da Reação em Cadeia da Polimerase 

58 

As presenças das mutações C677T, A1298C e G1793 A no gene que codifica 

a enzima MTHFR foram determinadas através da Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR - Polymerase Chain Reaction), nas seguintes condições: 

Para um volume final de 25 µL por reação utilizou-se: 

• 1 O pmol de cada primer 

• 0,8 mM de cada nucleotídeo trifosfato (Gibco-BRL); 

• 1 ,5 mM MgCl2: 

• 1 U de Taq- DNA Polimerase (Life Technologies); 

• 2,5 µL de tampão fornecido pelo fabricante (tampão 1 Ox concentrado); 

• 2,5µL do DNA genômico purificado pelo método descrito 

anteriormente. 



Primers utilizados: 

- Mutação C677T: 

(Gibco - BRL) 

sense: 5' -TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3' 

anti-sense: 5'AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3' 

(FROSST et ai., 1995). 

- Mutação A1298C: 

(Life Technologies) 

sense: 5'-CTTCTACCTGAAGAGCAAGTC-3' 

anti-sense: 5'-CATGTCCACAGCA TGGAG-3' 

(VAN DER PUT et ai., 1998) 

- Mutação G1793A: 

(Life Technologies) 

sense: 5'-CTCTGTGTGTGTGTGCATGTGTGCG-3' 

anti sense: 5'-GGGACAGGAGTGGCTCCAACGCAGG-3' 

(RADY et ai., 2002). 

Os parâmetros utilizados para a PCR foram os seguintes: 

- Mutação C677T 

• Desnaturação inicial: 95° C por 3 minutos; 

59 
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• 30 ciclos de 94ºC por 1 minuto (desnaturação), 60º C por 1 minuto 

(pareamento) e 72° C por 1 minuto (extensão); 

• Extensão final: 72° C por 5 minutos. 

- Mutação A1298C 

• Desnaturação inicial: 95° C por 3 minutos; 

• 30 ciclos de 95ºC por 1 minuto (desnaturação), 55° C por 2 minutos 

(pareamento) e 72° C por 2 minutos (extensão); 

• Extensão final: 72° C por 6 minutos. 

- Mutação G1793A 

• Desnaturação inicial: 94° C por 2 minutos; 

• 40 ciclos de 94°C por 1 minuto (desnaturação), 66° C por 1 minuto 

(pareamento) e 72° C por 1 minuto (extensão); 

• Extensão final: 72° C por 1 O minutos. 

3.2.5 Detecção das Mutações no Gene da Enzima MTHFR 

3.2.5.1 DETECÇÃO DA MUTAÇÃO C677T 

Um fragmento de 198 pares de bases (pb) foi obtido e para a detecção do 

polimorfismo, 1 O µL do produto da PCR foi digerido usando 1 U de endonuclease 

Hinf I (Gibco-BRL), incubados por um período mínimo de 3 horas à 37° C. O 

fragmento de 198 pb foi digerido pela enzima de restrição e formou dois fragmentos 

de 175 e 23 pb no alelo mutante (C677T) enquanto que no gene normal esta 
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digestão não ocorreu, permanecendo intacto o fragmento gerado por PCR. Estes 

fragmentos foram observados em gel de poliacrilamida 15%, corado com brometo de 

etídeo (ARRUDA et ai., 1997). 

3.2.5.2 DETECÇÃO DA MUTAÇÃO A 1298C 

O fragmento amplificado foi digerido com a enzima de restrição Mbo li (Bio 

Labs-New England) por um período mínimo de 12 horas (overnight), a temperatura 

de 37ºC. Para visualização dos fragmentos realizou-se eletroforese em gel de 

poliacrilamida 15%, corado com nitrato de prata. 

O fragmento amplificado de 256 pares de bases (pb) após a digestão formou 

para os indivíduos homozigotos normais 176 pb, com 3 pequenos fragmentos de 30, 

28 e 22 pb. A presença do polimorfismo A 1298C, heterozigoto para a mutação, 

abole o sítio de restrição da enzima Mbo/1, gerando uma banda de 176 pb com 3 

pequenos fragmentos e uma banda de 204 pb com 2 pequenos fragmentos. O 

genótipo homozigoto mutante apresenta um fragmento de 204 pb e 2 pequenos 

fragmentos de 30 e 22 pb (HANSON et ai., 2001 ). 

3.2.5.3 DETECÇÃO DA MUTAÇÃO G1793A 

O fragmento amplificado de 31 O pares de bases (pb) foi digerido com a 

enzima de restrição Bsrb / (New England-Biolabs) por um período de 12 horas a 

temperatura de 60ºC, seguido de eletroforese em gel de agarose 1,5% (Gibco-BRL), 

corado com brometo de etídeo, para visualização em transiluminador ultravioleta 

(Ultra Lum). 
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A digestão com a enzima Bsrb Ido fragmento de 310 pb resultou em duas 

bandas de 233 e 77 pb para o genótipo normal 1793GG, enquanto que o 

heterozigoto, G1793A, apresenta três bandas: 31 O, 233 e 77 pb. Na presença do 

genótipo mutante 1793AA, somente a banda de 31 O pares de base seria visualizada 

(RADY et ai., 2002). 

3.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

As freqüências alélicas foram calculadas pela contagem de alelos para as 

mutações C677T, A1298C e G1793A. A concordância das freqüências genotípicas 

com o Equilíbrio de Hardy-Weinberg foi realizada pelo teste do Qui-Quadrado (p > 

0,05 = equilíbrio e p < 0,05 = desequilíbrio). Em uma população que se reproduz ao 

acaso, a freqüência dos genes e dos genótipos permanece constante de geração 

para geração, na ausência de migração, mutação, seleção artificial e desde que a 

população seja grande. Estas características da população foram demonstradas 

pela primeira vez por Hardy e por Weinberg, independentemente, em 1908 e são 

conhecidas como o Teorema de Hardy-Weinberg. Para estas análises utilizou-se o 

Programa GENEPOP, versão 3.2 (RAYMOND; ROUSSET, 1995; ROUSSET, 2000). 

As diferenças entre as concentrações plasmáticas de homocisteína, ácido 

fólico e vitamina B1 2 nas três mutações, antes e após a suplementação com ácido 

fólico, foram avaliadas pelo teste não paramétrico de Kruskall-Wallis, para amostras 

independentes. 

As correlações entre as diversas variáveis foram calculadas pelo Coeficiente 

de Correlação não paramétrica de Spearman. 
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Foi aplicado o teste de Mann-Whitney (bicaudal) para amostras 

independentes na avaliação da influência do genótipo para as mutações C677T, 

A1298C e G1793A sobre as concentrações plasmáticas de homocisteína, ácido 

fólico e vitamina 812, no período basal e após a suplementação com ácido fólico. 

O teste de Wilcoxon (bicaudal), para amostras dependentes, foi utilizado para 

verificar o efeito da suplementação com ácido fólico, sobre as concentrações de 

homocisteína e vitamina 812, para as três mutações do gene da MTHFR. Para avaliar 

o efeito da suplementação com ácido fólico sobre as concentrações plasmáticas 

desta vitamina utilizou-se o teste de Wilcoxon unicaudal. 

O teste do Qui-Quadrado foi utilizado para verificar as associações entre a 

presença ou ausência de hiperhomocisteinemia e mutações na totalidade de 

indivíduos diabéticos suplementados, no período basal. 

As variáveis foram apresentadas como mediana, valores mínimo e máximo. 

Para todos os testes aplicados utilizou-se como nível de significância o 

p<0,05. O programa escolhido para a utilização dos testes citados foi o 

GraphPad.lnstat, versão 3.0. 



RESULTADOS 
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4 RESULTADOS 

Os resultados de prevalência das mutações gênicas e do diagnóstico do 

estado nutricional são referentes aos 150 indivíduos diabéticos Tipo 2 estudados. 

Para a avaliação do efeito da suplementação com ácido fólico sobre as 

concentrações plasmáticas de homocisteína, ácido fólico e vitamina B12 apresentam

se os resultados de 83 indivíduos, com diferentes genótipos para os três 

polimorfismos do gene que codifica a MTHFR. 

4.1 PREVALÊNCIA DAS MUTAÇÕES C677T, A1298C E G1793A DO GENE QUE 

CODIFICA A ENZIMA MTHFR 

A Figura 3 apresenta um perfil da PCR-RFLP (Reação em cadeia da 

polimerase - Polimorfismo de tamanho nos fragmentos de restrição) para a análise 

da mutação C677T. Esta mutação é caracterizada pela substituição de uma C 

(citosina) por T (timina) no nucleotídeo 677, alterando o códon do aminoácido 

alanina por valina. A amplificação gerou um fragmento de 198 pb referente ao 

genótipo homozigoto normal (677CC), o qual não sofre ação da enzima Hinf /, 

originando uma banda não clivada de 198 pb. O genótipo homozigoto mutante 

(677TT) possui um sítio para a enzima de restrição Hinf /, que cliva o produto da 

amplificação, gerando uma banda de 175 e outra de 23 pb. O genótipo heterozigoto 

(677CT) apresenta as três bandas de 198, 175 e 23 pb. 
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Figura 3 - Gel de poliacrilamida 15%, corado com brometo de etídeo, mostrando os 

produtos da PCR-RFLP para a análise da mutação C677T após a digestão com a 

enzima Hinf /. M: marcador de peso molecular; Linhas 1 e 10: indivíduos 

heterozigotos para a mutação; Linhas 2-9, 11 e 12: indivíduos homozigotos normais 

para a mutação. Não foram observados individuas homozigotos com alelos 

mutantes. A banda de 23 pb não foi visualizada neste gel. 
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O perfil da PCR-RFLP para a mutação A 1298C pode ser visualizado na 

Figura 4. Esta mutação é caracterizada pela transição de uma A (adenina) para e 

(citosina) no nucleotídeo 1298, resultando na alteração do códon do aminoácido 

glutamato para alanina. O fragmento amplificado de 256 pb foi digerido com a 

enzima de restrição Mbo li e gerou para o genótipo homozigoto normal (1298AA) um 

fragmento de 176 pb, com 3 pequenos fragmentos de 30, 28 e 22 pb. A presença do 

polimorfismo A 1298C, heterozigoto para a mutação, aboliu o sítio de restrição da 

enzima Mboll. A presença do genótipo homozigoto mutante (1298CC) gerou um 

fragmento de 204 pb e 2 pequenos fragmentos de 30 e 22 pb. 

M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

587 
458 
434 tiíi/flil 

298 
267 

236 
204pb 

174 
..,, ~176pb 

102 

Figura 4 - Gel de poliacrilamida 15%, corado com nitrato de prata, mostrando os 

produtos da PCR-RFLP para a análise da mutação A 1298C após a digestão com a 

enzima Mbo li. M: marcador de peso molecular; Linhas 1, 4, 8: indivíduos 

homozigotos normais para a mutação; Linhas 2, 3, 5-7, 9-11: indivíduos 

heterozigotos para a mutação; Linha 12: indivíduo homozigoto com alelos mutantes. 

As bandas com fragmentos muitos pequenos (30, 28 e 22 para genótipo homozigoto 

normal e 30 e 22 para genótipo homozigoto mutante) não foram visualizadas neste 

gel. 
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A Figura 5 apresenta um perfil da PCR-RFLP para a análise da mutação 

G1793A. A mutação ocorre na posição 1793 caracterizada pela substituição da base 

G (guanina) por A (adenina), resultando na alteração da tradução de uma arginina 

por glutamina. A amplificação gerou um fragmento de 31 O pb. A digestão deste 

fragmento pela enzima de restrição Bsrb I para o genótipo normal (1793GG) resultou 

em dois fragmentos de 233 e 77 pb. No genótipo heterozigoto (1793GA) a digestão 

do produto da PCR gerou três fragmentos de 310, 233 e 77 pb. A presença do 

genótipo mutante (1793AA) não apresentaria o sítio de restrição para a enzima 

Bsrb /, resultando na visualização da banda de 31 O pb. 
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Figura 5 - Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etídeo, mostrando os 

produtos da PCR-RFLP para a análise da mutação G1793A após a digestão com a 

enzima Bsrb /. M: marcador de peso molecular; Linhas 1 e 6: indivíduos 

heterozigotos para a mutação; Linhas 2-5 e 7-13: indivíduos homozigotos normais 

para a mutação. Não foram observados indivíduos homozigotos com alelos 

mutantes. A banda de 77 pb não foi visualizada neste gel. 
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Para a descrição da constituição genética do grupo de indivíduos diabéticos 

estudados (n=150), identificou-se às proporções dos diferentes genótipos e dos 

distintos alelos do gene que codifica a MTHFR. 

A freqüência genotípica e os valores de p para o Equilíbrio de Hardy

Weinberg estão apresentados na Tabela 2. A freqüência genotípica dos indivíduos 

diabéticos que receberam a suplementação com ácido fólico (n=83) foi semelhante à 

freqüência observada na totalidade de indivíduos diabéticos Tipo 2 estudados 

(n=150). 

Ambas as mutações, C677T e G1793A, apresentaram uma freqüência 

reduzida na população em estudo. A mutação A 1298C foi prevalente na população 

de diabéticos Tipo 2. 

A freqüência alélica do locus A 1298C foi elevada quando comparada às 

freqüências alélicas dos loci C677T e G1793A, dados apresentados na Tabela 3. 

Verificou-se que não houve a presença de genótipo homozigoto mutante para 

as mutações C677T e G 1793A e que a prevalência de heterozigotos para ambas as 

mutações foram semelhantes. Os indivíduos diabéticos apresentaram genótipos 

heterozigoto e homozigoto mutante para o polimorfismo A 1298C na proporção de 

38,36% e 7,53%, respectivamente. 

Um resultado importante deste estudo foi à associação encontrada entre as 

mutações G1793A e A1298C, visto que 100% (n=10) dos indivíduos heterozigotos 

para a mutação G1973A apresentaram genótipos heterozigoto (40%, n=4) ou 

homozigoto mutante (60%, n=6) para o polimorfismo A 1298C. 
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Tabela 2 - Freqüência genotípica da totalidade de indivíduos diabéticos Tipo 2 

estudados, dos indivíduos diabéticos que receberam a suplementação com ácido 

fólico e valores de p para o Equilíbrio de Hardy-Weinberg. 

Genótipos n totalidade n pacientes Equilíbrio 

MTHFR pacientes diabéticos de Hardy-

diabéticos(%) suplementados (%) Weinberg 

Mutação C677T 

677CC (Normal) 139 (93,29%) 76 (91 ,57%) 

677CT (Heterozigoto) 10 (6,71%) 07 (8,43%) p=1 

677TT (Homozigoto) 00 (0%) 00 (0%) 

Total 149 (100%) 83 (100%) 

Mutação A1298C 

1298M (Normal) 79 (54,11%) 49 (59,75%) 
:··,·· 

1298AC (Heterozigoto) 56 (38,36%) 27 (32,93%) p = 0,83 

1298CC (Homozigoto) 11 (7,53%) 06 (7,32%) 

Total 146 (100%) 82 (100%) .~ 

Mutação G1793A 

1793GG (Normal) 140 (93,33%) 78 (93,98%) 

1793GA (Heterozigoto) 10 (6,67%) 05 (6,02%) p= 1 

1793M (Homozigoto) 00 (0%) 00 (0%) 

Total 150 (100%) 83 (100%) 
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Tabela 3 - Freqüência alélica para os loci C677T, A1298C e G1793A do gene que 

codifica a enzima MTHFR da totalidade de indivíduos diabéticos Tipo 2 estudados. 

Alelos Tamanho da amostra Freqüência Alélica 

Locus C677T 

e 288 genes 96,60% 

T 10 genes 03,40% 

Locus A 1298C 

A 214 genes 73,30% 

e 78 genes 26,70% 

Locus G1793A 

G 290 genes 96,70% 

A 10 genes 03,30% 
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4.2 DIAGNÓSTICO DO ESTADO NUTRICIONAL 

A mediana e os valores mínimos e máximos para o lndice de Massa Corporal 

(IMC) e a Relação Cintura-Quadril (RCQ), para a totalidade dos indivíduos 

estudados (n=150), foi de 29,69 (21,48-52,31) Kg/m2 e 0,96 (0,75-1, 15), 

respectivamente. A maioria dos indivíduos avaliados (89,93%) apresentou algum 

grau de sobrepeso. A Figura 6 ilustra o diagnóstico do estado nutricional, segundo o 

IMC, da totalidade de indivíduos diabéticos classificados em relação à normalidade 

segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO, 1995). 

A mediana para a RCQ, um indicativo de risco para doenças crônicas não 

transmissíveis, apresentou-se acima dos parâmetros de normalidade para o sexo 

feminino (0,93) e masculino (0,98). 

A Tabela 4 demonstra a distribuição do IMC e da RCQ, para os diferentes 

genótipos da enzima MTHFR. Avaliando os pacientes heterozigotos ou homozigotos 

com alelos mutantes para os polimorfismos C677T, A1298C ou G1793A verificou-se 

que 100% apresentaram RCQ acima dos parâmetros de normalidade. Não foi 

observada diferença estatisticamente significativa entre as medianas de IMC e da 

RCQ para os indivíduos com alelos mutantes para os polimorfismos C677T ou 

A 1298C ou G 1793A. 

Diferenças no diagnóstico do estado nutricional, segundo IMC e RCQ, entre 

os indivíduos com a presença de pelo menos um polimorfismo (C677T, A 1298C e/ou 

G1793A) e indivíduos diabéticos sem mutação não foram encontradas (Tabela 5). 
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Figura 6 - Diagnóstico do estado nutricional da totalidade de indivíduos diabéticos 

(n=150), classificados em relação à normalidade segundo a WHO (1995). 

Tabela 4 - Mediana, valores mlnimos e máximos, do índice de massa corporal (IMC) 

e da relação cintura-quadril dos pacientes diabéticos heterozigotos ou homozigotos 

mutantes para os polimorfismos C677T, A1298C e G1793A do gene da MTHFR. 

Indivíduos Diabéticos IMC (Kg/m2) Relação 

Tipo 2 Cintura-Quadril 

Mutação C677T (n=1 O) 28,50 0,97 

(23,68 - 34,88) (0,83 - 1,08) 

Mutação A1298C (n=67) 30,14 0,96 

(22,30 - 49,93) (0,80-1 ,11) 

Mutação G1793A (n=10) 29,34 0,94 

(24,83 - 35, 10) (0,88- 1,1 1) 

Análise Estatística p = 0,52 p = 0,99 
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Tabela 5 - Mediana, valores mínimos e máximos, do índice de massa corporal (IMC) 

e da relação cintura-quadril dos pacientes diabéticos com a presença de pelo menos 

um polimorfismo (C677T, A1298C e/ou G1793A) e indivíduos diabéticos sem alelos 

mutantes para os polimorfismos estudados. 

Indivíduos Diabéticos IMC (Kg/m2) 

Tipo 2 

Com mutação(ões) no 

gene da MTHFR (n=76) 

Sem mutação(ões) no 

gene da MTHFR (n=73) 

Anãlise Estatística 

29,64 

(22,30 - 49,93) 

29,74 

(21,48- 52,31) 

p = 0,90 

Relação 

Cintura-Quadril 

Anãlise Estatistica 

0,96 

(0,80-1,11) 

0,95 

(0,75 - 1, 15) 

p = 0,98 
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4.3 HIPERHOMOCISTEINEMIA 

Os percentuais para hiperhomocisteinemia, deficiência de ácido fólico e 

vitamina B12 podem ser visualizados na Tabela 6, dados para todos os indivíduos 

diabéticos suplementados e subdivididos por mutações. 

Dos oitenta e três indivíduos que foram acompanhados por três meses, vinte 

e três (27,71 %) apresentaram hiperhomocisteinemia (concentrações plasmáticas 

basais de homocisteína > 14 µmol/L). A mediana das concentrações plasmáticas de 

homocisteína dos pacientes com hiperhomocisteinemia foi de 16,76 µmol/L (valor 

mínimo 14,03 µmol/L e valor máximo de 30,51 µmol/L). Destes pacientes com 

concentrações elevadas de homocisteína, 47,82% apresentaram algum alelo 

mutante para pelo menos um dos polimorfismos C677T, A1298C e G1793A. 

Foram detectadas concentrações plasmáticas deficientes ou limítrofes de 

ácido fól ico em 30,43% dos pacientes com hiperhomocisteinemia (n=7). Destes, 4 

indivíduos (57,14%), com concentrações plasmáticas elevadas de homocisteína e 

deficientes em ácido fólico, apresentaram algum alelo mutante para os polimorfismos 

estudados do gene que codifica a MTHFR. 

Um pequeno percentual (7,23%) da totalidade de indivíduos avaliados 

apresentou deficiência ou valores limítrofes para as concentrações plasmáticas de 

vitamina B12, sendo que destes, 66,67% tinham alelos mutantes para algum 

polimorfismo. 

A Tabela 7 apresenta a prevalência de hiperhomocisteinemia e de 

concentrações plasmáticas normais de homocisteína nos pacientes com pelo menos 

um alelo mutante para os polimorfismos estudados (C677T, A1298C e G1793A) e 

nos indivíduos sem mutação no gene que codifica a enzima MTHFR. O teste de Qui-
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quadrado não demonstrou associação estatisticamente significativa entre estas 

variáveis. 

As concentrações plasmáticas de homocisteína em jejum dos 83 pacientes, 

valores basais, não diferiram entre os sexos (feminino = 11,32µmol/L e masculino = 

10,55µmol/L; p=0,33) e não foram significativamente correlacionadas à idade 

(r=O, 16; p = O, 13). 

As Figuras 7, 8 e 9 apresentam a dispersão entre os valores basais de 

homocisteína e ácido fólico, homocisteína e vitamina B12 e ácido fólico e vitamina 

B12, respectivamente, para a totalidade dos indivíduos diabéticos suplementados. 

Foram observadas correlações negativas estabelecidas pelo coeficiente de 

correlação não-paramétrica de Spearman entre homocisteína e ácido fólico 

(r= -0,27; p= 0,01) e homocisteína e vitamina B12 (r= -0,21; p =0,05), valores antes 

da suplementação com ácido fólico. Correlação positiva e significativa (p<0,0001) foi 

detectada entre as concentrações plasmáticas basais de ácido fólico e vitamina B12 

(r= 0,75). 

Quando os pacientes foram separados em dois grupos, um com 

hiperhomocisteinemia (n=23) e outro com concentrações normais de homocisteína 

(n=60), somente foram encontradas correlações positivas e estatisticamente 

significativas (p<0,0001) entre as concentrações de ácido fólico e vitamina B12 . 

Dados apresentados na Tabela 8. 

Entretanto, quando os pacientes foram subdivididos pela presença ou 

ausência de alguma mutação no gene da MTHFR, correlações negativas entre as 

concentrações de homocisteína e ácido fólico (r=-0,3223; p=0,04) e entre as 

concentrações de homocisteina e vitamina B12 (-0,3123; p=0,04). foram identificadas 

em indivíduos mutantes e sem mutação, respectivamente. A Tabela 8 exibe ainda, 
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as correlações positivas e estatisticamente significativas (p<0,0001) entre as 

concentrações de ácido fólico e vitamina B12 para ambos os grupos (com e sem 

mutação). 
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Tabela 6 - Percentagem de hiperhomocisteinemia e valores limítrofes ou deficientes 

de ácido fólico e vitamina B12 encontrados na totalidade de indivíduos diabéticos 

Tipo 2 avaliados (n=83) e subdivididos nas diferentes mutações. 

Hiperhomocisteinemia 

Toda população 

estudada (n=83) 

Mutação C677T 

(n=7) 

Mutação A1298C 

(n=33) 

Mutação G1793A 

(n=S) 

27,71% (23) 

42,86% (03) 

24,24% (08) 

40% (02)* 

Hiperhomocisteinemia: > 14 µmol/L; 

Valores limítrofes Valores limítrofes 

ou deficiência de ou deficiência de 

ácido fólico vitamina B12 

15,66% (13) 7,23 % (06) 

14,28% (01) 0% (00) 

21,21% (07) 12,12% (04) 

60% (03)* 40% (02)* 

Ácido Fólico: deficiência < 3 ng/ml e valores limítrofes de 3 a 4 ng/ml; 

Vitamina B12: deficiência < 200 pg/ml e valores limítrofes de 200 a 300 pg/ml. 

(*) Os indivíduos heterozigotos para a mutação G 1793A, que apresentaram 

hiperhomocisteinemia, deficiência de ácido fólico e vitamina B12. também estão 

incluídos na mutação A 1298C, pois possuem alelos mutantes para este 

polimorfismo. 

Tabela 7 - Percentagem de hiperhomocisteinemia e concentrações plasmáticas 

normais de homocistefna em pacientes com a presença ou ausência de alelos 

mutantes para os polimorfismos C677T, A1298C e G1793A. 

Com Sem Total 

Hiperhomocisteinemia Hiperhomocisteinemia 

Com Mutação 13%(n=11} 36% (n=30) 49% (n=41) 

Sem Mutação 14% (n=12} 36% (n=30} 51% (n=42) 

Total 28% (n=23} 72% (n=60} 100% (n=83) 

Análise Estatística: Teste Qui-quadrado, p=0,85 
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Tabela 8 - Coeficientes de Correlação de Spearman e seus níveis de significância 

para correlações entre os parâmetros analisados nos pacientes com 

hiperhomocisteinemia e com concentrações normais de homocisteína e nos 

pacientes com a presença ou ausência de mutação no gene da MTHFR, 

considerando o período basal (antes da suplementação com ácido fólico). 

Coeficiente de Correlação Significância 

r P 

Hiperhomocisteinemia (n=23) 

Homocisteína - Acido Fólico 0,1680 0,44 

Homocisteí na - Vitamina B12 0,0158 0,94 

Acido Fólico - Vitamina B12 0,8785 < 0,0001 

Sem Hiperhomocisteinemia (n=60) 

Homocisteína -Acido Fólico - 0,1286 0,32 

Homocisteína - Vitamina B12 -0,1572 0,23 

Acido Fólico - Vitamina B12 0,7084 < 0,0001 

Com mutação (n=40) 

Homocisteína - Acido Fólico -0,3223 0,04 

Homocisteína - Vitamina B12 -0, 1147 0,48 

Acido Fólico - Vitamina 812 0,8136 < 0,0001 

Sem mutação (n=43) 

Homocisteína -Acido Fólico -0,2668 0,08 

Homocisteína - Vitamina B12 -0,3123 0,04 

Acido Fólico - Vitamina B12 0,6853 < 0,0001 
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Figura 7 - Dispersão entre os valores basais de homocisteína e ácido fólico da 

totalidade (n=83) de indivíduos diabéticos que receberam a suplementação com 

ácido fólico (r= -0,27; p= 0,01 ). 
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Figura 8 - Dispersão entre os valores basais de homocistefna e vitamina 812 da 

totalidade (n=83) de indivíduos diabéticos que receberam a suplementação com 

ácido fólico (r= -0,21 ; p =0,05). 
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Figura 9 - Dispersão entre os valores basais de ácido fólico e vitamina B12 da 

totalidade (n=83) de indivíduos diabéticos que receberam a suplementação com 

ácido fólico (r= 0,75; p<0,0001). 
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4.4 HIPERHOMOCISTEINEMIA x SUPLEMENTAÇÃO COM ÁCIDO FÓLICO 

Analisando-se os efeitos da suplementação com ácido fólico nos 83 pacientes 

estudados, por meio de comparações intra-individuais, vê-se que a dose de ácido 

fólico de 1 mg/dia oferecida durante três meses reduziu significativamente (p< 

0,0001 ), em 30, 15 %, a mediana inicial de homocisteína. Nenhum paciente após a 

suplementação com ácido fólico permaneceu com hiperhomocisteinemia. 

A Tabela 9 apresenta as medianas, valores mínimos e máximos, das 

concentrações plasmáticas de homocisteína, ácido fólico e vitamina B12, valores 

basais e após a suplementação. A Figura 1 O ilustra graficamente estas medianas. 

Os valores de p para o teste de Wilcoxon (não-paramétrico) e para o teste t 

pareado (paramétrico) foram iguais e estatisticamente significativos (p < 0,0001) 

para todas as variáveis, na comparação das concentrações de homocisteína, ácido 

fólico e vitamina B12 nos dois períodos (basal e após a suplementação com ácido 

fólico ). Tendo em vista que na maioria das análises optou-se pelo teste não 

paramétrico, para manter a uniformidade das análises decidiu-se utilizar o teste de 

Wilcoxon. 

A mediana das concentrações plasmáticas de ácido fólico dos 83 indivíduos 

estudados elevou-se de 6,80 para 23,32 ng/ml (p<0,0001) após a suplementação, 

sendo que 100% dos pacientes passaram a apresentar valores de ácido fólico 

dentro dos parâmetros de normalidade. 

O teste de Wilcoxon mostrou diferença extremamente significativa (p<0,0001) 

entre as medianas para vitamina B12 plasmática antes (570,85 pg/ml) e após a 

suplementação (929,94 pg/ml). Todos os indivíduos (n=83), após a suplementação 
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com ácido fólico, normalizaram os valores limítrofes ou deficientes das 

concentrações plasmáticas de vitamina B12. 
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Tabela 9 - Medianas, valores mínimos e máximos, das concentrações plasmáticas 

de homocistelna, ácido fólico e vitamina B12. na totalidade de indivíduos diabéticos 

avaliados (n= 83), antes e após a suplementação com ácido fólico. 

Homocisteína 

(µmol/L) 

Ácido Fólico 

(ng/ml) 

Vitamina B12 

(pg/ml) 

Valores 

basais 

10,98 

(5,96 - 30,51) 

6,80 

(2,07 - 26,55) 

570,85 

(149,44 - 1380,3) 

Valores após a Análise 

suplementação Estatistica 

(p<0,05) 

7,67 

(5,19-13,77) p < 0,0001 

23,32 

(10,71 - 37,46) p < 0,0001 

929,94 

(430,64- 3092,6) p < 0,0001 
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* Os valores de vitamina B12 foram divididos por 1 O para fins de comparação. 

Figura 10 - Representação gráfica das concentrações medianas de homocisteína, 

ácido fólico e vitamina B12 dos pacientes diabéticos tipo 2 (n=83), antes e após a 

suplementação com ácido fólico. 

Análise Estatistica: p< 0,0001 para as concentrações medianas de homocisteína, 

ácido fólico e vitamina B 12, antes e após a suplementação com ácido fólico. 
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As Tabelas 10, 11 e 12 apresentam as medianas, valores máximos e 

mínimos, para as concentrações de homocisteína, ácido fólico e vitamina 8 12, 

respectivamente, antes e após a suplementação com ácido fólico , subdividida por 

mutações. 

A suplementação com ácido fólico no grupo heterozigoto para a mutação 

C677T (n=7) reduziu significativamente (p = 0,01) as concentrações basais de 

homocisteína. Diferenças estatisticamente significativas entre as concentrações 

plasmáticas de homocisteína basal e após a suplementação (p = 0,0001) também 

foram observadas no grupo de indivíduos heterozigotos e homozigotos alterados 

para a mutação A 1298C (n=33). Entretanto, no grupo de indivíduos heterozigotos 

(n=5) para a mutação G1793A, embora este tenha apresentado valores de 

homocisteína basal (mediana= 10,23 µmol/L) superiores ao de homocisteína após os 

três meses de suplementação com ácido fólico (mediana = 7,87µmol/L), esta 

diferença não foi estatisticamente significativa. 

A suplementação com 1 mg de ácido fólico por dia foi efetiva para elevar as 

concentrações plasmáticas desta vitamina nos pacientes com alelos mutantes para 

os polimorfismos C677T, A1298C e G1793A. Ressalta-se que todos os indivíduos 

com concentrações basais limítrofes ou deficientes de ácido fólico, homozigotos ou 

heterozigotos para alguma das três mutações, apresentaram concentrações de 

ácido fólico plasmático dentro da normalidade após a suplementação. 

Somente os indivíduos com alelos mutantes para o polimorfismo A 1298C 

apresentaram concentrações maiores de vitamina 812 após a suplementação com 

ácido fólico, quando comparadas às concentrações plasmáticas basais desta 

vitamina. 
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Tabela 10 - Mediana e valores mlnimos e máximos para as concentrações 

plasmáticas de homocistelna (µmol/L) dos indivíduos diabéticos, antes e após a 

suplementaçao com ácido fólico, de acordo com as três mutações do gene que 

codifica a MTHFR. 

Basal 

Mutação C677T 12,18 

(n=7) 
(9,66 - 23, 17) 

Mutação A1298C 11,62 

(n=33) 
(5,96 - 30,51) 

Mutação G1793A 10,23 

(n=5) 
(7, 16 - 30,51) 

Após a 

Suplementação 

8,07 

(6,65 - 13,38) 

7,29 

(5,19-13,77) 

7,87 

(6,05-9,18) 

Análise 

Estatística 

p = 0,01 

p = 0,0001 

p = 0,19 
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Tabela 11 - Mediana e valores mínimos e máximos para as concentrações 

plasmáticas de ácido fólico (ng/ml) dos indivíduos diabéticos, antes e após a 

suplementação com ácido fólico, de acordo com as três mutações do gene que 

codifica a MTHFR. 

Basal 

Mutação C677T 6,66 

(n=7) 
(3,78 - 20,52) 

Mutação A1298C 6,16 

(n=33) 
(2,07 - 26,55) 

Mutação G1793A 3,54 

(n=5) 
(2,42 - 11,53) 

Após a 

Suplementação 

23,68 

(12,87 - 29,68) 

20,58 

(11,97 - 36,69) 

17,40 

(11,97- 30,97) 

Análise 

Estatística 

p = 0,008 

p < 0,0001 

p = 0,03 
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Tabela 12 - Mediana e valores mínimos e máximos para as concentrações 

plasmáticas de vitamina B12 (pg/ml) dos indivíduos diabéticos, antes e após a 

suplementação com ácido fólico, de acordo com as três mutações do gene que 

codifica a MTHFR. 

Basal 

Mutação C677T 532,14 

(n=7) 
(333,79 -1225,9) 

Mutação A1298C 574,67 

(n=33) 
(149,44-1081,2) 

Mutação G1793A 315,70 

(n=S) 
(175, 18-707,67) 

Após a 

Suplementação 

786,79 

(493,91 - 1188,2) 

999,07 

(481,02 - 1798,8) 

1046,1 

(674,85 - 1732,0) 

Análise 

Estatística 

p = 0,29 

p < 0,0001 

p = 0,12 
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As Tabelas 13 e 14 apresentam as medianas, valores máximos e mínimos, 

para as concentrações de homocisteína, ácido fólico e vitamina B1 2, antes e após a 

suplementação com ácido fálico, em indivíduos sem alelos mutantes para os 

polimorfismos estudados e em indivíduos com hiperhomocisteinemia e presença ou 

ausência das mutações. 

A suplementação com ácido fálico nos grupos de pacientes sem mutação 

(n=43), com hiperhomocisteinemia e mutação associada (n=11) e com 

hiperhomocisteinemia sem mutação (n=12) reduziu significativamente as 

concentrações basais de homocisteína e elevou as concentrações de ácido fólico e 

vitamina B12. 

As comparações entre as concentrações plasmáticas de homocisteína, ácido 

fólico e vitamina B12, antes e após a suplementação com ácido fálico, dos pacientes 

que apresentaram hiperhomocisteinemia com alelos mutantes para algum 

polimorfismo e dos indivíduos com hiperhomocisteinemia e ausência de alelos 

mutantes foram realizadas através do teste de Mann-Whitney (Tabela 14 ). 

Apesar de não apresentarem diferenças estatisticamente significativas, as 

concentrações de homocisteina (mediana) mostraram-se maiores nos pacientes com 

hiperhomocisteinemia e mutação associada, antes (18,32 x 16,03 µmol/L) e após a 

suplementação (8, 14 x 7,74 µmol/L), quando comparadas às medianas de indivíduos 

com hiperhomocisteinemia sem alelos mutantes para os polimorfismos estudados. 

Os pacientes com hiperhomocisteinemia e mutação no gene da MTHFR, após 

a suplementação com ácido fólico, exibiram menores concentrações desta vitamina 

no plasma (18,68 ng/ml) quando comparados aos indivíduos com 

hiperhomocisteinemia e ausência de mutação (28,01 ng/ml). 
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As concentrações plasmáticas de vitamina B12, antes e após a suplementação 

com ácido fólico, não apresentaram diferenças estatisticamente significativas nos 

dois grupos de indivíduos com hiperhomocisteinemia. 
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Tabela 13 - Mediana e valores mínimos e máximos para as concentrações 

plasmáticas de homocistef na (µmol/L), ácido fólico (ng/ml) e vitamina 812 (pg/ml) 

dos indivíduos diabéticos sem alelos mutantes para os polimorfismos estudados 

(n=43}, antes e após a suplementação com ácido fólico. 

Basal 

Homocisteína 10,84 

(6,31 - 23,94) 

Ácido Fólico 8,54 

(2,38-18,35) 

Vitamina B12 617,29 

(217,68-1380,30) 

Após a 

Suplementação 

7,74 

(5,48 - 12,53) 

23,66 

(5,35 - 53,05) 

867,97 

(430,64-3092,60) 

Análise 

Estatística 

p < 0,0001 

p < 0,0001 

p < 0,0001 
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Tabela 14 - Mediana e valores mínimos e máximos para as concentrações 

plasmáticas de homocisteína (µmol/L), ácido fólico (ng/ml) e vitamina B12 (pg/ml) , 

antes e após a suplementação com ácido fólico, dos indivíduos diabéticos com 

hiperhomocisteinemia e alelos mutantes para algum dos polimorfismos estudados e 

com hiperhomocisteinemia e ausência de mutação no gene da MTHFR. 

Pacientes Diabéticos 

Tipo2 

Hiperhomocisteinemia 

com mutação (n=11) 

Homocisteina 

Acido Fólico 

Vitamina B12 

Hiperhomocisteinemia 

sem mutação (n=12) 

Homocisteína 

Acido Fólico 

Vitamina B12 

Basal 

18,32 ns 

(14,64 - 30,51) 

4,91 ns 

(2,07-20,52) 

488,31ns 

(149,44 - 1225,90) 

16,03 ns 

(14,03 - 23,94) 

5,51 ns 

(2,47-11,60) 

502,35"1 

(217,68-1003,90) 

Após a 

Suplementação 

8, 14 ns 

(6,05- 13,38) 

18,68* 

(12,00-31,42) 

1009,50"' 

(493,91-1668,8) 

7,74"5 

(6,23 -12,53) 

28,01* 

(11, 11 - 35,82) 

1185,60 ns 

(430,64-2099,40) 

Análise 

Estatística 

p = 0,001 

p = 0,001 

p = 0,02 

p = 0,0005 

p = 0,0005 

p = 0,001 

Análise Estatística: teste de Mann-Whitney (letras sobrescritas apresentam 

comparações entre pacientes com hiperhomocisteinemia e mutação e pacientes com 

hiperhomocisteinemia sem mutação). 

ns - Não significativo (p > 0,05). 

• - hiperhomocisteinemia com mutação -,:. hiperhomocisteinemia sem mutação 

(p = 0,03). 
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4.5 HIPERHOMOCISTEINEMIA E DIFERENTES GENÓTIPOS DA MTHFR 

Para verificar diferenças nas concentrações plasmáticas de homocisteína, 

ácido fálico e vitamina B12, entre as três mutações no gene que codifica a enzima 

MTHFR, utilizou-se o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis. 

Como todos os indivíduos heterozigotos para a mutação G1793A 

apresentaram alelos mutantes para a mutação A1298C, o teste de Kruskal-Wallis foi 

efetuado primeiramente com a totalidade de indivíduos para os três polimorfismos e, 

posteriormente, excluindo da mutação A 1298C os indivíduos heterozigotos para a 

mutação G1793A. Os resultados foram muito semelhantes e optou-se por apresentar 

as medianas com o número total de indivíduos. 

Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas para as 

concentrações plasmáticas de homocisteína, ácido fálico e vitamina B12 entre as três 

mutações estudadas. Os resultados para o período basal estão apresentados na 

Tabela 15 e para o período após a suplementação na Tabela 16. 

Entretanto, a mediana de homocisteína basal para a mutação C677T 

(12,18µM) foi maior que as medianas de homocisteína para as mutações A1298C 

(11,62µM) e G1793A (10,23~tM). Em comparação as demais mutações, mesmo após 

a suplementação com ácido fálico, a mutação C677T manteve mediana superior de 

homocisteína plasmática. 

Diferentemente do esperado, os indivíduos com alelos mutantes para o 

polimorfismo C677T apresentaram também a maior mediana para as concentrações 

plasmáticas de ácido fálico e concentrações similares de vitamina B12 aos indivíduos 

com alelos mutantes para o polimorfismo A 1298C. As menores medianas para as 

concentrações plasmáticas basais de ácido fálico e vitamina B12 foram observadas 
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para os indivíduos heterozigotos para a mutação G1793A com um ou dois alelos 

mutantes para o polimorfismo A1298C. Como a freqüência da mutação G1793A na 

população estudada foi reduzida, o pequeno número amostral (n=5) pode dificultar a 

aplicação de testes estatísticos. 

A Tabela 17 apresenta as medianas para as concentrações de homocisteína, 

ácido fálico e vitamina B12, antes e após a suplementação, para os indivíduos 

homozigotos com alelos mutantes e heterozigotos para o polimorfismo A 1298C. 

Comparando os diferentes genótipos para a mutação A 1298C, somente foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas entre as medianas de vitamina 

B12 antes da suplementação com ácido fólico, sendo que os indivíduos com genótipo 

homozigoto mutante (1298CC) apresentaram menores concentrações desta 

vitamina. 

Os resultados das comparações entre as concentrações de homocisteína, 

ácido fálico e B1 2 nas diferentes mutações do gene da MTHFR estão dispostos nas 

Tabelas 18 e 19, que exibem as variações apresentadas pelas substâncias citadas 

acima antes e após a suplementação com ácido fólico. 

As concentrações plasmáticas de homocisteína, ácido fólico e vitamina B12 

não foram dependentes dos genótipos para as mutações C677T, A1298C, e 

G1793A, antes e após a suplementação com ácido fólico. 

Observou-se que as concentrações plasmáticas das variáveis descritas acima 

(basais e após a suplementação) dos pacientes homozigotos ou heterozigotos para 

as mutações C677T, A1298C e G1793A não diferiram estatisticamente das 

concentrações dos indivíduos sem mutação. 
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Entretanto, os indivíduos heterozigotos para a mutação C677T apresentaram 

maior mediana das concentrações plasmáticas basais de homocisteína, com um p = 

0,07, um valor próximo ao de significância. 

Os indivíduos heterozigotos para a mutação G1793A apresentaram a menor 

mediana para as concentrações plasmáticas de ácido fólico e vitamina 812-
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Tabela 15 - Valores plasmáticos basais de homocistefna, ácido fólico e vitamina 8 12 

(mediana, valores mlnimo e máximo) entre as mutações C677T, A1298C e G1793A 

do gene que codifica a enzima MTHFR. 

Mutação Mutação Mutação Análise 
C677T A1298C G1793A 

Estatistica (n=7) (n=33) (n=5) 

Homocisteína 12,18 11,62 10,23 p = 0,27 

(µrnol/L) (9,66 - 23, 17) (5,96 - 30,51) (7,16-30,51) 

Ácido Fólico 6,66 6,16 3,54 p = 0,65 

(ng/ml) (3,78 - 20,52) (2,07 - 26,55) (2,42 - 11,53) 

Vitamina B12 532,14 574,67 315,70 p = 0,37 

(pg/ml) (333,79-1225,9) (149,44-1081,2) (175, 18-707,67) 

Tabela 16 - Valores plasmáticos de homocisteina, ácido fólico e vitamina 812 

(mediana, valores mínimo e máximo), após a suplementação com ácido fólico, entre 

as mutações C677T, A1298C e G1793A do gene que codifica a enzima MTHFR. 

Mutação Mutação Mutação Análise 
C677T A1298C G1793A Estatística 
(n=7) (n=33) (n=5) 

Homocisteína 8,07 7,29 7,87 p = 0,86 

(µrnol/L) (6,65 -13,38) (5,19-13,77) (6,05-9,18) 

Ácido Fólico 23,68 20,58 17,40 p = 0,89 

(ng/ml) (12,87 - 29,68) (11,97 - 36,69) (11,97- 30,97) 

Vitamina B12 786,79 999,07 1046, 1 p = 0,29 

(pg/ml) (493,91-1188,2) (481,02-1798,8) (674,85-1732,0) 
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Tabela 17 - Mediana dos valores plasmáticos de homocisteina, ácido fólico e 

vitamina B12, antes e após a suplementação com ácido fólico, para os indivíduos 

com genótipos homozigoto mutante e heterozigoto para as mutações A 1298C. 

Genótipo Genótipo Análise 
homozigoto heterozigoto Estatística mutante (n=27) 

(n=6) 

Antes da 

Suplementação 

Homocisteína 7,52 11,69 p = 0,11 

(µmol/L) (6,59 - 30,51) (5,90-18,47) 

Acido Fólico 4,65 6,80 p = 0,14 

(ng/ml) (2,42 - 11,53) (2,07 - 26,55) 

Vitamina B12 327,89 663,98 p = 0,02 

(pg/ml) (175, 18 -692, 19) (149,44 - 1081,2) 

Após a 

Suplementação 

Homocisteina 7,31 7,29 p = 0,51 

(µmol/L) (5,21 - 10,22) (5,19-13,77) 

Acido Fólico 17,51 21,00 p = 0,33 

(ng/ml} (11,97 - 28,26) (12,00 - 36,69) 

Vitamina B12 970,57 1019,6 p = 0,79 

(pg/ml) (674,85 - 1481 ,3) (481,02-1798,8) 
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Tabela 18 - Valores plasmáticos basais de homocisteina, ácido fólico e vitamina B12 

(mediana) entre os individiduos com a presença e ausência das mutações C677T, 

A1298C e G1793A do gene que codifica a enzima MTHFR. 

Homocisteína Acido Fólico Vitamina B12 

(µmol/L) (ng/ml) (pg/ml) 

C677T (p =0,07) (p =0,93) (p =0,98) 

Com mutação (n=7) 12,18 6,66 532,14 

Sem mutação (n=76) 10,90 6,96 580,64 

A1298C (p =0,67) (p =0,85) (p =0,73) 

Com mutação (n=33) 11,62 6,34 562,75 

Sem mutação (n=50) 10,90 7,14 595,99 

G1793A (p =0,67) (p =0,32) (p=0,14) 

Com mutação (n=5) 10,23 3,50 315,70 

Sem mutação (n=78) 11,00 6,96 580,64 

Tabela 19 - Valores plasmáticos de homocisteína, ácido fólico e vitamina B12 

(mediana), dos indivíduos diabéticos com e sem a presença do alelo mutante para 

os polimorfismos C677T, A1298C e G1793A, após a suplementação com ácido 

fólico. 

C677T 

Com mutação (n=7) 

Sem mutação (n=76) 

A1298C 

Com mutação (n=33) 

Sem mutação (n=50) 

G1793A 

Com mutação (n=5) 

Sem mutação (n=78) 

Homocisteína Acido Fólico 

(µmol/L) (ng/ml) 

(p =0,74) (p =0,79) 

8,07 23,68 

7,65 22,55 

(p =0,69) (p =0,30) 

7,29 20,58 

7,76 24,22 

(p =0,67) (p =0,46) 

7,87 17,40 

7,65 23,46 

, BIBLIOTECA 
Fac:ildade de Ciências Farmacêuticas 

Un1versiJ,•de de São Paulo 

Vitamina B12 

(pg/ml) 

(p =O, 19) 

786,79 

950,13 

(p =0,49) 

999,07 

869,57 

(p = 0,46) 

1046, 10 

912,04 
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5 DISCUSSÃO 

5.1 PREVALÊNCIA DAS MUTAÇÕES C677T, A1298C E G1793A DO GENE QUE 

CODIFICA A ENZIMA MTHFR 

Até o momento, cerca de dez mutações termolábeis foram descritas para o 

gene codificador da enzima MTHFR na espécie humana (GOYETTE et ai., 1994; 

1995; PAYNE et ai., 2001). Entretanto, duas destas (C677T e A1298C) têm 

apresentado freqüência elevada em diferentes populações e uma terceira mutação 

(G1793A) foi encontrada recentemente e necessita de esclarecimentos quanto à sua 

associação com hiperhomocisteinemia e alteração do metabolismo do ácido fólico 

(ISOTALO et ai., 2002; RADY et ai., 2002). 

5.1.1 Mutação C677T 

5.1.1.1 Freqüência alélica 

A freqüência alélica para a mutação C677T nos indivíduos diabéticos Tipo 2 

observada no presente estudo foi de 3,4%. 

Em um estudo clínico com 130 indivíduos italianos diabéticos do Tipo 2 

observou-se uma elevada freqüência alélica para a mutação C677T (43,5%) 

(MAZZA et ai., 2000). 

Como observada em estudos com indivíduos brancos, a mutação C677T foi 

comum em indivíduos japoneses com Diabetes Mellitus do Tipo 2 (n = 222). A 
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freqüência alélica foi de 37,6%, similar à freqüência encontrada na população 

francesa-canadense (38%) (FROSST et ai., 1995; ARAI et ai., 1997). 

Rady et ai. (2002) encontraram freqüências alélicas semelhantes entre 

hispânicos (47,9%) e judeus (47,7%) e menor freqüência do alelo mutante T entre 

caucasianos (32,7%) e americanos-africanos (11,9%). 

5.1.1.2 Freqüência genotípica 

Contrastando com a freqüência observada nas demais populações o presente 

estudo não diagnosticou nenhum paciente com o genótipo 677TT (homozigoto para 

a mutação C677T), enquanto que em japoneses e caucasianos o percentual variou 

de 5 a 20% (MORITA et ai., 1997; ABBATE et ai., 1998; GUDNASON et ai., 1998; 

ROSENDAAI et ai., 1998); em franceses e canadenses a prevalência foi acima de 

10% (ARAI et ai., 1997) e em americanos-africanos de 1 % (RADY et ai. 2002). 

Mazza et ai. (2000) e Scaglione et ai. (2002) estudando indivíduos diabéticos 

Tipo 2 italianos (n=130 e n=124) e Arai et ai. (1997) avaliando indivíduos japoneses 

(n= 222) com Diabetes Mellitus Tipo 2 detectaram que a prevalência do genótipo 

homozigoto mutante (677TT) foi de 23, 1 %, 18% e 15,8%, respectivamente. 

Arruda et ai. (1997) estudando pacientes brasileiros com doença arterial 

coronariana não associada a fatores de risco para a doença vascular observaram 

que a prevalência de indivíduos homozigotos para a mutação foi superior ao do 

grupo controle de recém-nascidos (19% x 4%). Embora tenha ocorrido uma 

diferença entre o grupo com doença arterial apresentando fatores de risco 

conhecidos para doenças vasculares e o grupo controle (8% x 4%), esta diferença 

não foi estatisticamente significativa. Entre os indivíduos com trombose venosa a 



104 

freqüência de homozigotos para o alelo mutante T foi superior ao do grupo controle 

(11% x 4%). Estes resultados sugerem que a presença do genótipo homozigoto para 

a mutação C677T é um fator de risco hereditário para a doença arterial e trombose 

na população brasileira. 

A freqüência de indivíduos diabéticos heterozigotos para a mutação C677T 

encontrada no presente trabalho foi de 6,71 %. 

Em indivíduos diabéticos Tipo 2 japoneses (n=222) e em dois estudos com 

italianos diabéticos do Tipo 2 (n=130 e n= 124) a freqüência do genótipo 

heterozigoto foi de 43,60%, 40,8% e 44%, respectivamente (ARAI et ai., 1997; 

MAZZA et ai., 2000; SCAGLIONE et ai., 2002). 

Para os pacientes brasileiros com trombose venosa (n=127) a freqüência de 

heterozigotos foi de 41 % e para os pacientes com doença arterial sem fatores de 

risco associados (n=7 4) e com fatores de risco associados (n=117) foi de 42% e 

39%, respectivamente (ARRUDA et ai., 1997). 

Indivíduos heterozigotos para a mutação C677T foram detectados em 

percentual elevado na população hispânica (43,8%), em caucasianos (42,8%) e em 

judeus (42,6%). O menor percentual de heterozigotos foi encontrado em 

americanos-africanos (21,6%) (RADY et ai. , 2002). 

5.1.2 Mutação A1298C 

5.1 .2.1 Freqüência alélica 

O percentual para a freqüência alélica da mutação A 1298C foi de 26% para 

os pacientes diabéticos Tipo 2 estudados. 
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Em indivíduos judeus com Diabetes Mellitus do Tipo 2 (n=98) a freqüência 

alélica para a mutação A1298C foi de 35% (SHPICHINETSKY et ai., 2000). 

Hanson et ai. (2001) estudando 1238 indivíduos americanos, dentre eles 772 

pacientes com doença arterial coronariana prematura, 137 sem doença vascular 

documentada e 329 indivíduos aparentemente saudáveis, encontraram freqüência 

alélica para mutação A1298C de 32%, resultado similar aos obtidos por Weisberg et 

ai. (1998) na população canadense, por Stegmann et ai. (1999) na população alemã 

e por Friedman et ai. (1999) em judeus. 

Segundo o estudo proposto por Rady et ai. (2002) a freqüência do alelo 

mutante para o polimorfismo A 1298C foi menor entre americanos-africanos (15,5% ), 

comparada a 27,2% entre judeus (p = 0,003) e 32,4% entre caucasianos (p< 

0,0001 ). A freqüência alélica desta mutação foi significativamente menor entre 

hispânicos (17,7%), comparada à freqüência entre judeus (p = 0,016) e caucasianos 

(p = 0,0003). 

5.1.2.2 Freqüência genotípica 

Da totalidade de indivíduos diabéticos avaliados no presente estudo 7,53% 

apresentaram o genótipo homozigoto mutante. 

Szczeklik et ai. (2001 ), em um estudo de caso controle, determinaram a 

prevalência do genótipo homozigoto mutante (1298CC) para 161 indivíduos do sexo 

masculino, com idade acima de 50 anos e doença coronariana documentada 

comparado-os a 211 indivíduos controles saudáveis. Esta triagem também foi 

realizada em uma amostra da população polonesa, constituída por 149 homens e 

121 mulheres, com idade acima de 40 anos. A homozigose para o alelo 1298C foi 
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significativamente maior para o grupo de indivíduos com doença coronariana, em 

comparação aos controles saudáveis (11,8 x 3,8%) ou a amostra da população 

polonesa (11,8 x 5,4%). 

Em um estudo com 1238 indivíduos americanos (772 com doença arterial 

coronariana; 137 com trombose venosa e 329 controles saudáveis) a prevalência do 

genótipo homozigoto mutante não diferiu estatisticamente e foi de 11, 7%, 10,9% e 

7,9%, respectivamente (HANSON et ai., 2001 ). 

No estudo proposto por Shpichinetsky et ai. (2000), os pacientes judeus com 

Diabetes Mellitus do Tipo 2 apresentaram freqüência do genótipo 1298CC de 23,3%. 

No presente estudo, a freqüência do genótipo heterozigoto para a mutação 

A1298C nos indivíduos diabéticos foi de 38,36%, percentual superior ao encontrado 

em indivíduos judeus diabéticos Tipo 2, com (34,5%) e sem (20,9%) nefropatia 

diabética, estudados por Schpichinetsky et ai. (2000). 

Resultados similares também foram encontrados por Hanson et ai. (2001) 

estudando 1238 indivíduos americanos com e sem doença vascular (42,2%); por 

Friedman et ai. (1999) avaliando 377 indivíduos judeus (42,3%) e por Bailey et ai. 

(2002) estudando mulheres americanas em idade fértil (43%). 

5.1.3 Mutação G1793A 

5.1.3.1 Freqüência alélica 

A mutação G1793A foi descoberta recentemente por Rady et ai., 2002. Até o 

momento nenhum estudo analisou a freqüência alélica deste polimorfismo em 
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indivíduos diabéticos e os únicos dados relatados na literatura são os realizados por 

Rady et ai. (2002). 

No presente estudo a freqüência alélica do locus G1793A foi de 3,3%, similar 

à freqüência na população americana-africana (3, 1 %) observada por Rady et ai. 

(2002). 

Nas populações étnicas incluídas no estudo proposto por Rady et ai. (2002) a 

mutação G1793A foi menos comum que os polimorfismos C677T e A1298C. A 

freqüência alélica mais alta foi detectada em caucasianos (6,9%) e hispânicos 

(5,8%), e uma incidência relativamente menor foi encontrada entre americanos

africanos (3, 1 %) e judeus (1,3%). 

5.1.3.2 Freqüência genotípica 

Nenhum indivíduo homozigoto mutante para o polimorfismo G1793A foi 

detectado no presente estudo, resultado similar aos observados por Rady et ai. 

(2002), que das quatro populações étnicas incluídas em seu estudo somente 

encontraram a presença deste genótipo em 0,6% (n=1) da população de 

caucasianos. 

Observou-se no presente estudo um percentual de 6,67% de indivíduos 

diabéticos com o genótipo heterozigoto para a mutação G1793A, valor próximo ao 

encontrado por Rady et ai. (2002) na população americana-africana (6,2%), superior 

a freqüência genotípica encontrada em judeus (2,6%) e inferior a de hispânicos 

(11,6%) e caucasianos (12,6%). 
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5.1.4 Homozigose e/ou heterozigose combinada para as mutações 

C677T, A1298C e G1793A 

Analisando as mutações compostas para os polimorfismos C677T, A1298C e 

G1793A não foram encontrados indivíduos homozigotos com alelos mutantes para 

duas ou mais mutações no presente estudo. 

Diferentemente do estudo realizado por Rady et ai. (2002), no qual não foram 

observados homozigose para um sítio polimórfico e heterozigose para outro sítio 

polimórfico, no presente estudo, identificou-se seis indivíduos (4, 11 %) homozigotos 

para a mutação A1298C e heterozigotos para a mutação G1793A (genótipo 

1298CC/1793GA). 

A heterozigose combinada para as mutações C677T/A1298C e 

C677T/G1793A não foram encontradas nos indivíduos diabéticos avaliados neste 

estudo. Entretanto, para as mutações A 1298C e G 1973A identificou-se quatro 

indivíduos (2,74%) duplamente heterozigotos. 

No estudo realizado por Rady et ai. (2002) dupla heterozigose para as 

mutações C677T/A 1298C foi encontrada entre hispânicos (5,3%) e caucasianos 

(5,0%). Nenhum indivíduo americano-africano ou judeu apresentou genótipo 

heterozigoto para estas duas mutações. 

Weisberg et ai. (1998) observaram que o genótipo heterozigoto para ambas 

as mutações (C677T/A1298C), identificados em aproximadamente 15% dos 

indivíduos canadenses avaliados, foram relacionados à redução de 50 a 60% da 

atividade enzimática da MTHFR. 

Para as mutações A1298C e G1793A, Rady et ai. (2002) identificaram o 

genótipo duplamente heterozigoto em todas as populações estudadas, sendo 1 O, 1 % 
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em caucasianos; 9,5% em hispânicos; 5,2% em americanos-africanos e 0,9% em 

judeus. 

A heterozigose para os três alelos mutantes dos polimorfismos C677T, 

A1298C e G1793A não foi identificada no presente estudo. Rady et ai. (2002) 

também não identificaram genótipos com combinações de três alelos mutantes para 

as populações de americanos-africanos e judeus. Tripla heterozigose para as 

mutações C677T/A1298C/G1793A foi encontrada entre hispânicos (5,3%) e 

caucasianos (5,0%). 

5.1.5 Equilíbrio de Hardy-Weinberg e considerações finais de freqüência 

alélica e genotípica 

No presente estudo, a distribuição genotípica para os loci C677T, A1298C e 

G1793A está de acordo com o Equilíbrio de Hardy-Weinberg, com valores de 

p>0,05. Deste modo, sugere-se que nos indivíduos diabéticos estudados a taxa de 

endocruzamento foi reduzida e a freqüência dos genes e dos genótipos permaneceu 

constante de geração para geração. 

A freqüência alélica para a mutação C677T foi semelhante à freqüência 

detectada para a mutação G1793A no presente estudo e inferior à freqüência 

encontrada em estudos clínicos com indivíduos diabéticos Tipo 2. A freqüência 

alélica para a mutação G 1793A, observada no presente estudo, foi similar a 

freqüência detectada em indivíduos americanos-africanos. A mutação A 1298C 

mostrou freqüência alélica elevada, quando comparada às demais mutações 

avaliadas no presente estudo, e semelhante à freqüência observada em diabéticos 

Tipo 2 judeus. 
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Detectou-se uma associação entre as mutações G1793A e A 1298C, tendo em 

vista que todos os indivíduos heterozigotos para a mutação G1793A apresentaram 

um (heterozigoto) ou dois alelos mutantes (homozigoto alterado) para o polimorfismo 

A 1298C. Como os genótipos duplamente heterozigoto para os polimorfismos 

C677T/A 1298C podem estar associados diretamente com a incidência aumentada 

de doenças vasculares torna-se interessante investigar a associação dos genótipos 

duplamente heterozigoto (1298AC/1793GA) ou homozigoto e heterozigoto 

(1298CC/1793GA) com a incidência destas doenças. 

Sugere-se que a discrepância nos resultados de freqüência alélica e 

genotípica observadas no presente estudo para a mutação C677T possa ser 

atribuída as diferenças étnicas e demográficas encontradas entre os indivíduos 

diabéticos Tipo 2 e demais populações de diversos países. 

5.2 DIAGNÓSTICO DO ESTADO NUTRICIONAL 

O índice de massa corporal (IMC) e a relação cintura-quadril (RCQ) são 

utilizados para avaliar o estado nutricional e a proporção da gordura corporal, 

respectivamente (WHO, 1995; KUCZMARSKI; FLEGAL, 2000). 

Kissebah (1996) demonstrou que a obesidade, particularmente aquela 

localizada na região abdominal, pode elevar o risco da ocorrência de Diabetes 

Mellitus Tipo 2 e doença cardiovascular. 

Deste modo, no presente estudo, utilizou-se o IMC e a RCQ para melhor 

caracterizar o diagnóstico do estado nutricional desta população e verificar possíveis 

associações com as mutações no gene que codifica a enzima MTHFR. 
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Os indivíduos diabéticos avaliados neste estudo apresentaram quase 90% de 

inadequação nutricional, com diagnóstico de algum grau de sobrepeso e a totalidade 

de indivíduos exibiu RCQ acima dos parâmetros de normalidade. 

Estes dados estão de acordo com Francischi et ai. (2000) que observaram 

cerca de 75% dos pacientes diabéticos do Tipo 2 acima do peso desejável, 

complicando ainda mais o estado do paciente, uma vez que o acúmulo de gordura 

na região abdominal desencadeia resistência à insulina. 

Navarro et ai. (2001) encontraram valores superiores para IMC e RCQ nos 

pacientes com diagnóstico de doenças crônicas (diabetes, hipertensão, doenças 

cardiovasculares, dislipidemias), quando comparados a valores de IMC e RCQ de 

pacientes portadores de hepatopatias, pneumonias, nefropatias, neoplasias, úlceras, 

gastrites e doenças hematológicas. 

Segundo Stevens (1998), a obesidade aumenta o risco de mortalidade em 

adultos com idades entre 30 e 7 4 anos, sendo que este risco é mais acentuado em 

indivíduos mais jovens e menos relevante a partir dos 75 anos. 

O sobrepeso associado a outros fatores de risco como o sedentarismo e a 

inadequação alimentar é considerado um dos principais determinantes da alta 

prevalência de doenças crônicas, tais como as cardiovasculares, a hipertensão e o 

Diabetes Mellitus Tipo 2 (WHO, 1995; STEINGR[MSDÓTTIR et ai., 2002). Deste 

modo, as mutações no gene da MTHFR poderiam estar associadas a fatores de 

risco já estabelecidos para doenças vasculares, como a obesidade e a RCQ acima 

dos parâmetros de normalidade. 

Entretanto, analisando os dados do diagnóstico do estado nutricional e a 

proporção de gordura corporal dos indivíduos diabéticos do presente estudo não 

foram observadas associações com as mutações no gene da MTHFR. 



112 

Mazza et ai. (2000) avaliando 130 indivíduos diabéticos do Tipo 2 não 

encontraram nenhuma diferença estatisticamente significativa entre os genótipos 

para a mutação C677T e a relação com o IMC. 

Em adição, a ausência da associação entre o IMC e as mutações C677T e 

A 1298C foram identificadas em indivíduos judeus com Diabetes Mellitus Tipo 2 

(n=377), no estudo realizado por Friedman et ai. (1999). 

No presente estudo, a inadequação do estado nutricional está correlacionada 

a presença do Diabetes Mellitus, visto que os pacientes com alelos mutantes não 

apresentaram índice de massa corporal e relação cintura-quadril diferentes 

estatisticamente dos indivíduos sem a mutação. Também não foram observadas 

diferenças no estado nutricional entre os diversos genótipos para os polimorfismos 

C677T, A 1298C e G 1793A. 

5.3 HIPERHOMOCISTEINEMIA 

A hiperhomocisteinemia é uma condição caracterizada pelo aumento do fluxo 

de homocisteína para o plasma ou uma eliminação plasmática diminuída, 

relacionada com o aumento de liberação pelos tecidos, devido a um desequilíbrio 

entre formação intracelular e metabolismo do aminoácido (REFSUM et ai., 1998). 

As funções biológicas da homocisteína estão implícitas no seu ciclo 

metabólico: (1) precursor de cistationina, cisteína e metabólitos correlacionados, (2) 

um mecanismo para a conservação de metionina, (3) receptor do grupo metil na 

reação da metiltransferase betaína-homocisteina e (4) como substrato essencial na 

reciclagem de folatos teciduais. Os folatos são armazenados sob a forma de 5-
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metiltetrahidrofolato sempre que houver um incremento na utilização da reação da 

metionina sintetase, única reação que utiliza o 5-metiltetrahidrofolato (FINKELSTEIN; 

MARTIN et ai., 2003). 

O 5-metiltetrahidrofolato, maior forma de folato no plasma, é um doador de 

carbono na remetilação da homocisteína para a metionina. Esta forma de folato é 

gerada da 5, 10-metilenotetrahidrofolato através da ação da 5, 10-MTHFR, uma 

flavoproteína cistólica (GOYETTE et ai., 1995; DELVIN et ai., 2000). 

Dentre os determinantes genéticos de hiperhomocisteinemia em humanos 

estão os fatores genéticos, geralmente a presença de alelos mutantes (o genótipo 

homozigoto e em menor extensão o genótipo heterozigoto) nos genes que codificam 

as enzimas principais: metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), cistationina J3 

sintetase (CJ3S) e metionina sintetase (MS) (JACQUES et ai., 1996; MINER et ai., 

1997; CLARKE et ai., 1998). 

Dentre os fatores não genéticos, o ácido fólico, a vitamina B12 e a vitamina Ba 

funcionam como precursores e cofatores importantes no ciclo metabólico da 

homocisteína e parecem ser o parâmetro mais importante na regulação da 

hiperhomocisteinemia. O estado nutricional deficiente destas vitaminas e a ingestão 

de metionina e proteína estão correlacionados diretamente a hiperhomocisteinemia 

(BRATTSTRÔM, 1996; KANG, 1996; MINER et ai., 1997). 

As desordens recessivas autossômicas, raras, nas quais os indivíduos 

homozigotos com alelos mutantes têm deficiência de uma das 3 principais enzimas 

do metabolismo da homocisteína, conduzem a concentrações plasmáticas de 

homocisteína extremamente elevadas (> 100 µmol/L), homocistinúria e um risco 

elevado de doença vascular prematura (idade aproximada de 30 anos) e distúrbios 



114 

neurológicos (GOYETTE et ai., 1995; CATTANEO, 1999; DELVIN et ai., 2000; 

WALD et ai., 2002). 

A hiperhomocisteinemia moderada é mais comum e está freqüentemente 

associada à presença de mutação no gene que codifica a MTHFR com diminuição 

de sua atividade enzimática (KANG et ai., 1988). A demonstração fenotípica da 

hiperhomocisteinemia moderada com mutação termolábil da MTHFR pode ser 

influenciada freqüentemente pela concentração de vitaminas no sangue (GIRELLI et 

ai., 1998; GUDNASON et ai., 1998). 

A elevação moderada de homocisteína no plasma como causa de doenças 

vasculares tem sido assunto de muitas discussões recentemente. Wald et ai. 

(2002), na tentativa de esclarecer se a associação da homocisteína plasmática com 

doença isquêmica do coração, trombose venosa e derrame é causal, realizaram uma 

meta-análise com 72 estudos nos quais a prevalência da mutação no gene da 

MTHFR foi dividida em casos e controles (n=16849) e com 20 estudos prospectivos 

de homocisteína sérica e risco de doença (n=3820). Estes autores encontraram uma 

associação significativa entre a homocisteína e as três doenças estudadas. Os 

estudos genéticos e os estudos prospectivos não compartilharam a mesma fonte 

potencial de erro, mas produziram resultados similares, uma forte evidência que a 

associação entre homocisteína e doença vascular é causal. 

Uma associação significativa entre as concentrações plasmáticas de 

homocisteína e a presença de doenças vasculares foi encontrada por Hofmann et ai. 

(1997) em 75 indivíduos com diabetes do Tipo 1; por Lanfredini et ai. (1998) em 33 

indivíduos e por Smulders et ai., (1999) em 85 indivíduos diabéticos do Tipo 2. 
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Adicionalmente, alguns autores em estudos prospectivos recentes (KARK et 

ai., 1999; HOOGEVEEN et ai., 2000) com indivíduos diabéticos têm relacionado à 

mortalidade cardiovascular a concentrações plasmáticas de homocisteína em jejum. 

Entretanto, Stabler et ai. (1999) estudando 452 indivíduos diabéticos do Tipo 

2 não encontraram relação entre as concentrações de homocisteína e doença 

macrovascular. 

No presente trabalho encontrou-se hiperhomocisteinemia em 27,71% dos 

indivíduos diabéticos avaliados (mediana 16,76 µmol/L), sendo que destes, 30,44% 

apresentaram a forma leve e 69,56% a forma moderada (concentrações plasmáticas 

de homocisteína em jejum de 16 a 30 µmol/L), segundo a classificação utilizada por 

Kang et ai. (1992) e Malinow et ai. (1999). 

A mediana das concentrações plasmáticas de homocisteína para a totalidade 

dos indivíduos diabéticos avaliados no presente estudo foi de 10,98 µmol/L (valor 

mínimo de 5,96 µmol/L e valor máximo de 30,51 µmol/L). 

Araki et ai. (1993), em seu estudo realizado em pacientes diabéticos do Tipo 2 

com macroangiopatia, sem macroangiopatia e em indivíduos controles não 

diabéticos, encontraram concentrações médias de homocisteína de 10,8 ± 3,8 

µmol/L; 8,3 ± 3, 1 µmol/L e 7 ,5 ± 2, 1 µmol/L. Neste estudo a homocisteína foi 

considerada um fator de risco independente para a macroangiopatia. 

Smulders et ai. (1999) encontraram valores médios para homocisteína em 

jejum de pacientes diabéticos Tipo 2 de 11 µmol/L (valor mínimo 4 µmol/L e valor 

máximo 23 µmol/L). 

Concentrações médias de homocisteína no plasma de 6,0 ± 2,7 µmol/L foram 

detectadas em um estudo clínico desenvolvido por Fonseca et ai. (1998) utilizando 
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15 pacientes diabéticos Tipo 2. Estes valores encontrados foram inferiores aos 

demais estudos. 

Pacientes diabéticos Tipo 2 apresentaram concentrações plasmáticas de 

homocisteína em jejum estatisticamente maiores que indivíduos controles não 

diabéticos (9,2 ± 4,5 x 7,7 ± 2 µmol/L), entretanto, esta diferença não foi observada 

entre diabéticos insulino dependentes e indivíduos controle (7,0 ± 3 x 7,4 ± 2 µmol/L) 

(CHICO et ai., 1998). 

As medianas das concentrações plasmáticas de homocisteína obtidas com os 

pacientes diabéticos Tipo 2, no presente estudo, foram semelhantes aos valores 

publicados em outros estudos com pacientes diabéticos e superiores aos valores 

encontrados para indivíduos saudáveis não diabéticos. 

Segundo Stabler et ai. (1999), em seu estudo com indivíduos diabéticos do 

Tipo 2, as concentrações plasmáticas de homocisteína não foram correlacionadas 

com doença vascular ou retinopatia. Entretanto, estes autores encontraram uma 

associação significativa entre as concentrações plasmáticas de homocisteína com 

neuropatia e nefropatia. Sugeriu-se ainda, que a diminuição da função renal e a 

deficiência vitamínica (ácido fólico e vitamina 812) parecem ser os principais 

contribuintes para a elevação das concentrações plasmáticas de homocisteína na 

população com diabetes tipo 2. 

Okada et ai. (1999) identificaram uma forte associação entre estenose arterial 

coronariana e concentrações elevadas de homocisteína plasmática em pacientes 

diabéticos Tipo 2. 

Pouco se sabe sobre o mecanismo exato pelo qual a hiperhomocisteinemia 

causa doença vascular. Entretanto, um mecanismo potencial pelo qual a 

homocisteína induz a doença vascular é a alteração das funções das células 
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endoteliais, que incluem indução do estresse oxidativo, aumento da geração de 

óxido nítrico e diminuição das propriedades anticoagulantes das células endoteliais 

com supressão da expressão de trombomodulina (HOFMANN et ai., 1997). 

As vitaminas dietéticas 8s, 812 e ácido fálico, servem como cofatores para o 

metabolismo da homocisteína, piridoxal 5-fosfato, metilcobalamina e 

metiltetrahidrofolato, respectivamente (UELAND; REFSUM, 1992). Dentre os vários 

fatores determinantes das concentrações de homocisteína circulante, a deficiência 

de ácido fólico, de vitamina 812, desordens genéticas e desordens metabólicas têm 

sido associados a hiperhomocisteinemia. A importância relativa destes fatores varia 

significativamente entre grupos populacionais, bem como, entre indivíduos (FORD; 

8OWMAN, 1999). 

A deficiência de ácido fálico observada no presente estudo dentre a totalidade 

de indivíduos diabéticos avaliados foi de 15,66%. Dos indivíduos que apresentaram 

hiperhomocisteinemia, 30,43% exibiram concentrações plasmáticas de ácido fálico 

deficientes ou limítrofes e destes, 57,14% tinham algum alelo mutante para pelo 

menos uma das três mutações estudadas. 

Um pequeno percentual (7,23%) dos pacientes avaliados apresentou 

deficiência ou valores limítrofes para as concentrações plasmáticas de vitamina 812, 

sendo que destes, 66,67% eram homozigoto mutante ou heterozigoto para pelo 

menos um dos três polimorfismos estudados. 

No estudo conduzido por Araki et ai. (1993) as concentrações de 

homocisteína foram correlacionadas negativamente com ácido fálico e vitamina 812, 

embora somente um caso com deficiência de ácido fálico e dois casos com 

deficiência de vitamina 8 12 foram detectados dentre 136 pacientes diabéticos Tipo 2, 

sendo 52 com magroangiopatia e 84 sem macroangiopatia clínica. Estes autores 
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não excluíram a hipótese que deficiências subclínicas de vitamina 81 2 ou folato 

possam aumentar as concentrações de homocisteína plasmática. 

Hulterberg et ai. (1997), estudando 50 pacientes diabéticos Tipo 2, 

observaram uma diminuição significativa das concentrações de ácido fólico sérico no 

subgrupo de pacientes com concentrações elevadas de homocisteína, indicando que 

o aumento nas concentrações plasmáticas de homocisteína neste grupo de 

pacientes pode, parcialmente, ser causado pela deficiência de ácido fólico sérico. 

No presente estudo, quando os dados de hiperhomocisteinemia, deficiência 

de ácido fólico e vitamina 8 12 foram subdivididos por mutações observou-se que o 

maior percentual de pacientes com concentrações elevadas de homocisteína 

apresentou alelo mutante para o polimorfismo C677T (42,83%), seguido pelos 

indivíduos heterozigotos para a mutação G1793A (40%). 

Os maiores percentuais para as deficiências de ácido fólico e vitamina 8 12 

foram exibidos pelos indivíduos com alelo mutante para o polimorfismo G1793A. 

Para as 3 mutações foram encontrados percentuais de indivíduos com 

hiperhomocisteinemia e deficiência de ácido fólico, entretanto, ressalta-se que os 

indivíduos com genótipo heterozigoto (677CT) não exibiram valores limítrofes ou 

deficiência de vitamina 812 no plasma. 

Os indivíduos com alelos mutantes (homozigoto alterado ou heterozigoto) 

para o polimorfismo A 1298C apresentaram percentuais intermediários de 

hiperhomocisteinemia, valores limítrofes ou deficiência de ácido fólico e vitamina 812-

Destaca-se, que alguns pacientes com alelos mutantes para o polimorfismo A 1298C 

que apresentaram hiperhomocisteinemia, valores limítrofes ou deficiência de ácido 

fólico e vitamina 8 12, também tinham genótipo heterozigoto para a mutação G1793A, 

indicando que a alteração nestes parâmetros pode estar mais relacionada à 
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presença do genótipo alterado para a mutação G1793A ou à presença do genótipo 

duplamente heterozigoto ou homozigoto mutante/heterozigoto para ambas as 

mutações. 

Estes resultados sugerem um maior impacto da mutação C677T sobre as 

concentrações plasmáticas de homocisteína e ácido fólico e da mutação G1793A 

sobre as concentrações plasmáticas de homocisteína, ácido fólico e vitamina 8 12, 

em contraste com a mutação A 1298C que não apresentou um efeito notável. 

No presente estudo, não foram observadas associações entre a prevalência 

de hiperhomocisteinemia nos pacientes diabéticos sem mutação ou com algum alelo 

mutante para os três polimorfismos estudados. 

Diferentemente dos estudos realizados com indivíduos saudáveis, no 

presente estudo, os indivíduos diabéticos Tipo 2 não apresentaram diferenças nas 

concentrações plasmáticas de homocisteína entre os sexos. 

Alguns estudos têm demonstrado que as concentrações plasmáticas de 

homocisteína, na população em geral, variam com o gênero, apresentando-se mais 

elevadas no sexo masculino (8RATTSTRÔM et ai., 1994; ROSINI; MACHADO, 

2001 ). 

A maioria dos estudos clínicos e populacionais mostrou uma influência da 

idade, sexo e estado vitamínico (ácido fólico e vitamina 812) sobre as concentrações 

plasmáticas de homocisteína em adultos e idosos (GENEST et ai., 1991; 

MALINOW, 1994; 8RATTSTRÔM et ai., 1994; DELOUGHERY et ai., 1996). 

A mediana das concentrações plasmáticas de homocisteína não apresentou 

correlação com a idade dos pacientes estudados (p = O, 13). O Diabetes Mellitus Tipo 

2 é prevalente na população acima de 30 anos, o que explica uma maior 
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homogeneidade da idade dos pacientes que participaram deste estudo quando 

comparados a população em geral. 

No The Horland Homocysteine Study (NYGARD, 1995) constatou-se uma 

correlação positiva das concentrações plasmáticas de homocisteína com a idade. 

De acordo com Hernanz et ai. (2000) com o avanço da idade ocorre o aumento do 

status pró-oxidante das células, elevando os níveis de radicais livres e, 

conseqüentemente, favorecendo o desenvolvimento de doenças crônicas não 

transmissíveis, em especial, aquelas associadas ao endotélio. 

De acordo com Selhub et ai. (1993) e Faure-Delanef et ai. (1997) as 

concentrações de homocisteína em jejum são apresentadas em valores elevados 

para pacientes mais idosos quando comparados a adultos de meia-idade e maiores 

em homens que em mulheres. 

Em concordância com publicações prévias (SELHU8 et ai., 1993; 

DELOUGHERY et ai., 1996; JACQUES et ai., 1996; STA8LER et ai., 1999), 

incluindo os estudos realizados com indivíduos diabéticos (LANFREDINI et ai., 1998; 

SMULDERS et ai., 1999; MAZZA et ai., 2000; KAYE et ai., 2002), o presente estudo 

confirma a existência de uma significativa relação inversa entre as concentrações 

plasmáticas de homocisteína e ácido fólico, e em menor extensão de homocisteína e 

vitamina 8 12. Desta forma, concentrações elevadas de homocisteína são 

correlacionadas com concentrações reduzidas de ácido fólico e vitamina 812 e vice

versa. Uma correlação positiva e extremamente significativa foi encontrada entre as 

concentrações plasmáticas basais de ácido fólico e vitamina 812. 

Quando os pacientes foram separados em dois grupos, um com 

hiperhomocisteinemia (n=23) e outro com concentrações normais de homocisteína 
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(n=60), somente foram encontradas correlações positivas e estatisticamente 

significativas (p<0,0001) entre as concentrações de ácido fólico e vitamina B12. 

Entretanto, quando os pacientes foram subdivididos pela presença ou 

ausência de alguma mutação no gene da MTHFR, correlações negativas e 

significativas entre as concentrações de homocisteína e ácido fólico foram 

encontradas nos indivíduos com alelos mutantes e entre as concentrações de 

hQmocisteína e vitamina B12 nos indivíduos sem mutação. Correlações positivas e 

estatisticamente significativas (p<0,0001) entre as concentrações de ácido fólico e 

vitamina B12 foram identificadas para ambos os grupos. 

Na presença do genótipo homozigoto mutante ou heterozigoto para os 

polimorfismos C677T, A1298C e G1793A as concentrações de homocisteína se 

apresentam correlacionadas às concentrações plasmáticas de ácido fólico, 

sugerindo o envolvimento desta vitamina na hiperhomocisteinemia. 

5.4 HIPERHOMOCISTEINEMIA X SUPLEMENTAÇÃO COM ÁCIDO FÓLICO 

A metabolização e a degradação da homocisteína no corpo humano 

requerem a presença de vitaminas do complexo B, assim como o ácido fólico, a 

vitamina B12 e a vitamina B6 (PIETRZIK; BRÔNSTRUP, 1997). 

Reduzidas concentrações destas vitaminas refletem na elevação das 

concentrações plasmáticas de homocisteína. Entretanto, o ácido fólico, a vitamina 

B12 e a vitamina B6 diferem quanto ao seu potencial para influenciar as 

concentrações plasmáticas de homocisteína. A vitamina B6 oferecida isolada não 

tem apresentado efeito na redução das concentrações de homocisteína (DIERKES, 
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1998; BOUSHEY et ai., 1995). Em indivíduos do sexo masculino, com 

concentrações elevadas de homocisteína, a suplementação com vitamina B12 (acima 

de 400 µg/dia) resultou em uma diminuição de 15% nas concentrações iniciais de 

homocisteína (UBBINK et ai., 1994). Ressalta-se, que dentre as vitaminas citadas, o 

ácido fálico tem apresentado um papel fundamental na redução das concentrações 

plasmáticas de homocisteína. Neste mesmo estudo, uma redução de 42% nas 

concentrações plasmáticas de homocisteína foi obtida com a suplementação com 

ácido fálico isolado na quantidade de 0,65 mg/dia (UBBINK et ai., 1994). 

Alguns estudos sugerem que a suplementação isolada de ácido fálico não 

tem diferido do efeito obtido com a combinação de ácido fálico, vitamina B12 e 

vitamina B6 oferecida diariamente nas quantidades de 2,5 a 4 vezes a 

recomendação. A suplementação combinada destas vitaminas tem mostrado uma 

redução significativa (17 a 50%) das concentrações plasmáticas de homocisteína 

(DIERKES, 1998; UBBINK et ai., 1994). 

A suplementação isolada de ácido fálico, nas doses entre 0,2 e 15 mg/dia, 

podem diminuir as concentrações de homocisteína plasmática sem toxicidade 

aparente (BRATTSTROM, 1996). 

Nos pacientes diabéticos do Tipo 2, pertencentes ao presente estudo, a 

suplementação diária de ácido fálico, na dose de 1 mg/dia (2,5 vezes o valor 

recomendado pela DRls - 2000), por um período de três meses, foi eficiente para 

reduzir em 30, 15% a mediana inicial de homocisteína. Após a suplementação, todos 

os indivíduos que apresentavam hiperhomocisteinemia leve ou moderada exibiram 

concentrações plasmáticas de homocisteína inferiores a 14 µmol/L. 

Ressalta-se que destes pacientes com hiperhomocisteinemia basal, quase a 

metade (47,82%), apresentou algum alelo mutante para pelo menos um dos 
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polimorfismos estudados. Deste modo, sugere-se que o ácido fólico oferecido aos 

indivíduos diabéticos foi efetivo em reduzir as concentrações plasmáticas elevadas 

de homocisteína causadas pela deficiência de ácido fólico ou pela presença de 

alguma mutação ou devido à interação entre genótipo e fatores ambientais. 

Em uma meta-análise recente (n=20.669 indivíduos), Wald et ai., (2002) 

sugeriram que a redução de 3 µmol/L nas concentrações basais de homocisteína, 

através da suplementação com ácido fólico na quantidade de 0,8 mg/dia, poderia 

reduzir o risco de doença isquêmica do coração em 16% (11 a 20%), trombose 

venosa em 25% (8 a 38%) e derrame em 24% (15 a 33%). 

Muitos estudos têm mostrado que o ácido fólico, oferecido por suplementação 

ou através da fortificação dos alimentos, é efetivo em reduzir as concentrações 

plasmáticas de homocisteína (HOMOCYSTEINE LOWERING TRIALISTS 

COLLA8ORATION, 1998; VENN et ai., 2002). 

As concentrações plasmáticas de ácido fólico elevaram-se quase três vezes e 

meia em resposta a suplementação e 100% dos pacientes passaram a apresentar, 

após os 3 meses, concentrações de ácido fólico dentro dos parâmetros de 

normalidade. 

Considerando a totalidade de indivíduos diabéticos estudados, os valores de 

vitamina 8 12 apresentaram uma elevação significativa após a suplementação com 

ácido fólico e os poucos indivíduos que apresentaram deficiência ou valores 

limítrofes de vitamina 8 12, destes 66,67% apresentavam alelos mutantes para algum 

polimorfismo, passaram a expressar concentrações plasmáticas normais desta 

vitamina. 

O efeito do ácido fólico em reduzir as concentrações de homocisteína tem 

sido confirmado por outros autores (U8BINK et ai., 1994; BOUSHEY et ai., 1995; 
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HOPKINS et ai., 1995; 8ROUWER et ai., 2000) e pode ser explicado 

bioquimicamente. No metabolismo da homocisteína, as vitaminas 8 6 e 812 atuam 

como coenzimas e assim não são utilizadas em excesso durante a reação em que 

elas estão envolvidas. O ácido fólico, entretanto, funciona como um doador do grupo 

metil na reação de remetilação e é utilizado em quantidades ascendentes até que 

seja convertido em 5-metiltetrahidrofolato. Durante a reação de remetilação, o grupo 

metil do 5-metiltetrahidrofolato é transferido para a homocisteína pela vitamina 8 12 

para posteriormente formar a metionina. Por essa razão o ácido fólico age como 

fator limitante para esta reação e a ausência deste doador do grupo metil não pode 

ser compensada pela vitamina B12. A vitamina 812 é estocada em quantidades 

suficientes no organismo e sua deficiência não é habitual, exceção para indivíduos 

com deficiência de fator intrínseco e para vegetarianos. Desta forma a vitamina 812 

tem sido considerada menor determinante das concentrações plasmáticas de 

homocisteína que o ácido fólico (PIETRZIK; 8RÔNSTRUP, 1997; QUINLIVAM et ai., 

2002). 

A elevação das concentrações plasmáticas de vitamina 812 após a 

suplementação com ácido fólico, no presente estudo, não pode ser completamente 

explicada, entretanto, sabe-se que existe um sinergismo entre estas duas vitaminas. 

Landgren et ai. (1995) observaram que em indivíduos com concentrações de 

vitamina 8 12 abaixo da normalidade a resposta máxima a suplementação com ácido 

fólico não pode ser alcançada com êxito a menos que seja oferecida 

concomitantemente a vitamina 812. 

Para formar a metilcobalamina necessária na síntese de metionina, a 

cobalamina, liga-se à apoenzima metiltransferase, capta o radical metil da 5-

metiltetrahidrofolato e o transfere para a homocisteína, produzindo metionina e um 
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radical de tetrahidrofolato livre. Deste modo, o tetrahidrofolato pode ser convertido 

em uma das suas formas de coenzima (HUNT; GROFF, 1990). 

Sabe-se que diversas desordens inflamatórias crônicas resultam na redução 

das concentrações de folatos sangüíneos. Estudos têm apontado a possibilidade do 

processo diabético influenciar as concentrações de ácido fólico (DAVIS; NICOL, 

1988; HULTBERG et ai., 1997). Em adição, ratos diabéticos apresentaram uma 

alteração nas enzimas teciduais da cobalamina no estudo conduzido por Bhatt et ai. 

(1983). Estes resultados sugerem um possível prejuízo na transmetilação da 

homocisteína para a metionina. Alternativamente, a ação farmacológica da 

metilcobalamina em excesso pode reduzir a homocisteína plasmática pelo aumento 

na remetilação da homocisteína para a metionina. 

Araki et ai. (1993) concluiu em seu estudo que o tratamento parenteral com 

metilcobalamina, por um período de 3 semanas, reduziu significativamente as 

concentrações de homocisteína em pacientes diabéticos Tipo 2 (14,7 ± 7,5 x 10,2 ± 

6,0 nmol/ml, p < 0,01 ). 

Dietas preparadas para fornecer quantidades ~ 100% das recomendações 

para 23 micronutrientes, incluindo ácido fólico e vitamina B12, resultaram na redução 

das concentrações plasmáticas de homocisteína em indivíduos com risco elevado 

para doenças vasculares (hipertensos, dislipidêmicos, diabéticos do tipo 2) (Chait et 

ai., 1999). 

Boushey et ai. (1995) mostraram que as concentrações plasmáticas de 

homocisteína diminuíram com o aumento da ingestão dietética de ácido fólico de 

200 para 400 µg/dia. Em adição, Chait et ai. (1999) referem que as concentrações 

plasmáticas de homocisteína continuam diminuindo com a ingestão de ácido fólico 

acima de 400~tg/dia. 
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Uma meta-análise de 12 estudos clínicos estimou que uma redução de 25% 

nas concentrações plasmáticas de homocisteína pode ser obtida com a 

suplementação com ácido fólico nas quantidades de 0,5 a 5,7 mg/dia e uma redução 

adicional de 7% foi observada após a adição de vitamina 812 na quantidade de 0,02 

a 1 mg/dia (HOMOCYSTEINE LOWERING TRIALISTS' COLLABORATION, 1998). 

Brouwer et ai. (2002) sugerem que a freqüência da suplementação com ácido 

fólico pode influenciar as concentrações de homocisteína. A suplementação diária 

com ácido fólico na quantidade de 250 µg foi mais efetiva em reduzir as 

concentrações plasmáticas de homocisteína que uma dose dupla (500 µg) oferecida 

em dias alternados. 

O Food and Nutrition Board - lnstitute of Medicine (2000) tem recomendado o 

limite máximo de 1 mg/dia de ácido fólico, sugerindo que doses maiores poderiam 

mascarar sinais de deficiência de vitamina B12 em alguns indivíduos. 

O metabolismo da homocisteína envolve a interseção de duas rotas 

metabólicas: a remetilação e a transulfuração (SELHUB; MILLER, 1992). Como 

citado anteriormente, estes caminhos metabólicos podem ser interrompidos por 

deficiências nutricionais de ácido fólico, vitamina B12 e vitamina Bs ou por defeitos 

genéticos na enzima MTHFR (KANG et ai., 1991b; UBBINK et ai., 1993; CHAIT et 

ai., 1999). Devido à existência do mecanismo de exportação da homocisteína 

celular, normalmente, pequenas quantidades de homocisteína são encontradas no 

plasma, com concentração média de 10 µmol/L (UELAND et ai., 1993). Este 

mecanismo de exportação complementa o catabolismo da homocisteína para auxiliar 

na manutenção de concentrações intracelulares reduzidas deste aminoácido 

sulfurado, considerado potencialmente citotóxico (JACQUES et ai., 1996). 
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Um estado nutricional inadequado para as coenzimas que atuam no 

metabolismo da homocisteína, ao menos em indivíduos com mais idade, parece ser 

o maior determinante da hiperhomocisteinemia (SELHUB et ai., 1993; BOUSHEY et 

ai., 1995). Entretanto, alguns estudos têm sugerido que mutações no gene que 

codifica a enzima MTHFR podem também ser importantes determinantes da 

hiperhomocisteinemia (JACQUES et ai., 1996). 

A associação do alelo mutante T, do polimorfismo C677T, com concentrações 

elevadas de homocisteína no plasma tem sido estabelecida por vários autores e é 

mais pronunciada em indivíduos homozigotos mutantes que em indivíduos 

heterozigotos (FROSST et ai., 1995; BRATTSTRÔM et ai., 1998; FRIEDMAN et ai., 

1999; CHANGO et ai., 2000; DEKOU et ai., 2001; PAYNE et ai., 2001 ). 

Diferentemente da mutação C677T, o polimorfismo A 1298C, no mesmo gene da 

MTHFR, resulta em enzima termoestável e parece não influenciar as concentrações 

de ácido fólico, homocisteína e vitamina 812 (DEKOU et ai., 2001; HANSON et ai., 

2001 ). 

No presente, estudo a suplementação com 1 mg/dia de ácido fálico foi 

eficiente em reduzir significativamente as concentrações basais de homocisteína no 

plasma dos pacientes com alelos mutantes para os polimorfismos C677T 

(heterozigotos) e A 1298C (homozigotos mutantes e heterozigotos). Entretanto, para 

o polimorfismo G1793A, embora a mediana de homocisteína basal foi reduzida após 

a suplementação com ácido fálico (10,23 x 7 ,87 µmol/L), a diferença apresentada 

não foi estatisticamente significativa, sugerindo um possível envolvimento adicional 

da deficiência de vitamina B12-

0 ácido fálico suplementado foi eficaz em reduzir as concentrações basais de 

homocisteína e elevar as concentrações de ácido fálico e vitamina B12 nos pacientes 
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sem mutação (n=43), com hiperhomocisteinemia e mutação associada (n=11) e com 

hiperhomocisteinemia sem mutação (n=12). 

No estudo conduzido por Moriyama et ai. (2002) nenhuma associação 

estatisticamente significativa foi observada entre a presença do genótipo homozigoto 

mutante para o polimorfismo C677T e concentrações de homocisteína plasmática 

para os indivíduos japoneses aparentemente saudáveis, de ambos os sexos, que 

apresentavam uma combinação de concentrações plasmáticas reduzidas de ácido 

fólico e elevadas de vitamina B12 ou concentrações elevadas de ácido fólico e 

vitamina B12. 

Estudos prévios têm demonstrado que a vitamina B12 é um fator determinante 

das concentrações plasmáticas de homocisteína (ARAKI et ai., 1993; LALOUSCHEK 

et ai., 1999; D'ANGELO et ai., 2000). Nestes estudos, os indivíduos com genótipo 

homozigoto mutante exibiram menores concentrações plasmáticas de vitamina B12 

quando comparados aos demais genótipos para a mutação C677T. Uma ingestão 

elevada de vitamina B12 foi sugerida para compensar o efeito da mutação no gene 

da MTHFR através da aceleração da transformação de homocisteína para 

metionina, mesmo quando a atividade da MTHFR é reduzida. 

No presente estudo, os indivíduos diabéticos com genótipos heterozigotos 

para o polimorfismo G1793A apresentaram as menores medianas basais de ácido 

fálico e vitamina B12. Entretanto, a suplementação isolada de ácido fólico para os 

indivíduos diabéticos elevou significativamente as concentrações basais desta 

vitamina em todos os genótipos para os polimorfismos C677T, A1298C e G1793A. 

Após a suplementação com ácido fólico somente os indivíduos diabéticos 

homozigotos alterados e heterozigotos para a mutação A 1298C apresentaram 
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concentrações plasmáticas maiores de vitamina 812, quando comparadas às 

concentrações basais desta vitamina. 

Kang et ai. (1991a) demonstraram que embora os indivíduos com enzima 

termolábil para a mutação C677T tenham exibido maiores concentrações 

plasmáticas de homocisteína que os indivíduos com atividade enzimática normal, 

alguns indivíduos com MTHFR termolábil não apresentaram hiperhomocisteinemia. 

Além disso, a hiperhomocisteinemia no estudo original de Kang et ai. (1988) foi 

associada com reduzidas concentrações de ácido fólico, e a suplementação desta 

vitamina normalizou as concentrações plasmáticas de homocisteína. Estes dados 

sugerem que o estado nutricional de ácido fólico tem um papel crucial no 

desenvolvimento da hiperhomocisteinemia em indivíduos com defeitos termolábeis 

na enzima MTHFR. 

Harmon et ai. (1996) identificaram uma interação entre o genótipo homozigoto 

mutante para o polimorfismo C677T e o metabolismo do ácido fálico. Em 

concentrações de ácido fólico abaixo da mediana, os indivíduos com o genótipo 

homozigoto mutante exibiram maiores concentrações plasmáticas de homocisteína 

(50% a mais que os homozigotos normais). Os indivíduos heterozigotos mostraram 

um menor aumento (6%) nas concentrações plasmáticas de homocisteína quando 

comparados aos indivíduos sem alelos mutantes (homozigoto normal). Entre os 

indivíduos com níveis de ácido fólico acima da mediana, o genótipo homozigoto 

mutante não teve influência sobre as concentrações de homocisteína. 

Jacques et ai. (1996) observaram resultado similar em indivíduos 

homozigotos mutantes para o polimorfismo C677T com concentrações de ácido 

fálico abaixo da mediana. Entretanto, a associação entre genótipo e ácido fólico não 

foi detectada em indivíduos heterozigotos para a mutação C677T. 
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Em adição, Harmon et ai. (1996) observaram que indivíduos com o genótipo 

homozigoto mutante exibiram significativamente menores concentrações de ácido 

fólico no plasma comparado aos demais genótipos para a mutação C677T, 

indicando que o genótipo homozigoto mutante causa uma redução das 

concentrações plasmáticas de ácido fólico. Estes autores concluíram que as 

interações entre genótipo e ácido fólico podem agir em conjunto para produzir o 

fenótipo da hiperhomocisteinemia. 

Jacques et ai. (1996) avaliaram a interação entre a mutação C677T no gene 

da MTHFR e vitaminas que atuam como coenzimas no metabolismo da 

homocisteína em 365 indivíduos triadas do NHLBI Family Heart Study. Os resultados 

deste estudo indicaram que indivíduos com a MTHFR termolábil podem necessitar 

de concentrações mais elevadas de ácido fólico para regular as concentrações 

plasmáticas de homocisteína. 

No estudo de Bailey et ai. (2002) - o primeiro a avaliar a associação inversa 

entre o ácido fólico e a vitamina 812 em indivíduos com a mutação A 1298C - as 

concentrações de homocisteína no plasma diminuíram com o aumento das 

concentrações de vitamina B12 para indivíduos duplamente heterozigotos 

(C677T/A1298C) e em menor proporção para indivíduos homozigotos mutantes para 

os polimorfismos C677T ou A 1298C. 

A relação causal aparente entre genótipo e concentrações plasmáticas de 

ácido fólico indica que, em indivíduos com concentrações plasmáticas elevadas de 

homocisteína, as concentrações de ácido fólico reduzidas não são atribuídas 

necessariamente a ingestão dietética insuficiente desta vitamina, mas, ao menos em 

parte, ao resultado direto da atividade reduzida da MTHFR termolábil (VAN DER 

PUT et ai., 1996). 
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No presente estudo, os indivíduos com hiperhomocisteinemia e alelos 

mutantes para pelo menos um polimorfismo, após a suplementação com ácido fólico, 

exibiram menores concentrações desta vitamina no plasma quando comparados aos 

indivíduos com hiperhomocisteinemia e ausência de mutação no gene da MTHFR. 

Sugere-se que os indivíduos que apresentam genótipos com alelos mutantes 

utilizam maiores quantidades de ácido fólico que os indivíduos sem mutação. 

Tendo em vista a importância dos polimorfismos no gene da MTHFR como 

fator de risco para doenças vasculares, e a falta de informações na literatura a 

respeito da relevância da mutação G1793A, acredita-se ser fundamental a 

realização de estudos adicionais, contemplando um maior número de pacientes 

considerados de alto risco para o desenvolvimento de doenças vasculares, com a 

finalidade de verificar associações de deficiências vitamínicas (ácido fólico e 

vitamina B12) com a mutação G1793A e verificar o possível efeito da suplementação 

combinada de ácido fólico e vitamina B12 em reduzir as concentrações plasmáticas 

de homocisteína nestes pacientes. 

5.5 HIPERHOMOCISTEINEMIA E DIFERENTES GENÓTIPOS DA MTHFR 

Recentemente, existe um grande interesse nos polimorfismos do gene que 

codifica a MTHFR, mas poucos estudos destes são realizados em indivíduos 

diabéticos (KA YE et ai., 2002). 

A MTHFR é expressa pelo endotélio e células musculares lisas. A diminuição 

da atividade enzimática devido à mutação no gene da MTHFR tem sido relacionada 

a um aumento nas concentrações plasmáticas de homocisteína, a qual pode 
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acelerar a injúria celular e a proliferação de células musculares lisas na íntima 

mediada por plaquetas, intensificando a aterogênese (NEUGEBAUER et ai., 1997). 

A mutação C677T no gene que codifica a enzima MTHFR foi descrita por 

vários autores como a teoria molecular para explicar o desenvolvimento da 

hiperhomocisteinemia (FROSST et ai., 1995; MORITA et ai., 1997). Esta mutação 

resulta em uma variante termolábil da enzima MTHFR com reduzida atividade 

enzimática. Estudos in vitro indicam que esta variante termolábil é menos estável, 

verificado pela sua sensibilidade ao calor, e que uma atividade enzimática reduzida 

no percentual de 50 a 60 % foi detectada quando comparada à atividade da enzima 

termoestável de indivíduos homozigotos sem alelos mutantes para este 

polimorfismo. Os resultados de alguns estudos recentes têm mostrado que os 

indivíduos com o genótipo homozigoto mutante para o polimorfismo C677T 

apresentam concentrações de homocisteína moderadamente elevadas no plasma 

comparados aos indivíduos com genótipo heterozigoto (677CT) ou genótipo 

homozigoto normal (677CC). Entretanto, a maioria destes estudos só confirmou a 

associação da mutação C677T com hiperhomocisteinemia na presença de reduzidas 

concentrações de ácido fólico plasmático (HARMON et ai., 1996; MOLLOY et ai., 

1997; BRATTSTRÔM et ai., 1998; D'ANGELO et ai., 2000; KRAUWELL et ai., 2000; 

MELEADY et ai., 2003). 

Uma segunda variante no gene da MTHFR, a mutação A 1298C, apresentou 

uma redução aproximada de 50 a 60% de sua atividade enzimática em indivíduos 

homozigotos com alelos mutantes (WEISBERG et ai., 1998). Van der Put et ai. 

(1998) sugeriram que a heterozigose combinada para os polimorfismos C677T e 

A1298C pode predispor os indivíduos a apresentarem concentrações plasmáticas 

elevadas de homocisteína. Em estudos prévios, alguns pesquisadores (VAN DER 
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PUT et ai. , 1998; WEISBERG et ai., 1998; CHANGO et ai., 2000) observaram que as 

concentrações plasmáticas de homocisteína encontram-se aumentadas, mas não 

significativamente, em indivíduos saudáveis com alelos mutantes para o 

polimorfismo A 1298C. Entretanto, Szczeklik et ai. (2001) estudando 161 indivíduos 

com doença vascular e 211 indivíduos controles saudáveis mostraram que o alelo 

1298C foi associado significativamente com doença arterial coronariana de início 

recente, mesmo quando as concentrações plasmáticas de homocisteína não 

estavam elevadas. 

No presente estudo, quase a metade dos pacientes com 

hiperhomocisteinemia (47,82%), apresentaram genótipos homozigoto mutante ou 

heterozigoto para pelo menos um dos polimorfismos identificados. 

Os resultados do presente estudo não evidenciaram uma associação 

estatisticamente significativa entre os genótipos para a MTHFR e as concentrações 

plasmáticas de homocisteína em indivíduos diabéticos Tipo 2. 

A presença do genótipo homozigoto mutante para o polimorfismo C677T não 

foi observada no presente estudo. Entretanto, os indivíduos com o genótipo 

heterozigoto (677CT) exibiram a maior mediana de concentrações plasmáticas de 

homocisteína (basal e após a suplementação) entre os diferentes polimorfismos 

avaliados e apresentaram uma tendência a elevação das concentrações de 

homocisteína quando comparados a indivíduos sem alelos mutantes para o 

polimorfismo C677T (p = 0,07). Este resultado sugere um possível efeito do alelo 

mutante T sobre a elevação das concentrações plasmáticas de homocisteína. 

A atividade enzimática da MTHFR no genótipo heterozigoto para o 

polimorfismo C677T é considerada intermediária quando comparada à atividade 
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desta em indivíduos com os genótipos homozigoto mutante e homozigoto normal 

(FROSST et ai., 1995; KLUIJTMANS et ai., 1997). 

Harmon et ai. (1996) detectaram um pequeno efeito, mas significativo, do 

genótipo heterozigoto para a mutação C677T sobre a elevação das concentrações 

plasmáticas de homocisteína. 

Com a finalidade de investigar o quanto a mutação C677T contribui para a 

indução da hiperhomociteinemia, Arai et ai. (1997) estudaram 66 indivíduos 

japoneses diabéticos Tipo 2 e encontraram que as concentrações de homocisteína 

no plasma estavam elevadas em indivíduos com genótipo homozigoto para o alelo T 

(19,8 ± 7,4 nmol/ml, n = 22) quando comparadas as concentrações de homocisteína 

dos indivíduos homozigoto para o alelo C (15,4 ± 5,7 nmol/ml, n = 22, p = 0,01 ). Não 

foram encontradas diferenças nas concentrações de homocisteína para os 

homozigotos mutantes (alelo T) e heterozigotos (15,5 ± 3, 1 nmol/ml, n = 22). 

Entretanto, os resultados de associações entre as concentrações plasmáticas 

de homocisteína e os diferentes genótipos para as mutações do gene que codifica a 

enzima MTHFR são conflitantes. Vários estudos não têm relacionado a 

hiperhomocisteinemia a presença do alelo mutante (CHICO et ai., 1998; SMULDERS 

et ai., 1999; STABLER et ai., 1999; SHPICHINETSKY et ai., 2000). 

Kaye et ai. (2002) estudaram 354 indivíduos diabéticos do Tipo 1 e 392 do 

Tipo 2 e observaram que a mutação C677T do gene da MTHFR não foi associada 

significativamente às concentrações plasmáticas de homocisteína ou doença 

vascular, apesar de existir uma relação com as concentrações de ácido fólico 

eritrocitá rio. 

No estudo proposto por Deloughery et ai. (1996) em 24 7 pacientes com 

doença vascular, as concentrações plasmáticas de homocisteina não variaram (p = 
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O, 16) entre os diferentes genótipos para a mutação C677T do gene que codifica a 

MTHFR. 

No presente estudo, a mutação A 1298C não exerceu efeito notável sobre as 

concentrações plasmáticas de homocisteína dos indivíduos diabéticos Tipo 2 

quando comparados aos indivíduos sem o alelo mutante. Quando comparados aos 

indivíduos com alelo mutante para os polimorfismos C677T e G1793A, os indivíduos 

homozigotos e heterozigotos para a mutação A 1298C não apresentaram diferenças 

nas concentrações plasmáticas de homocisteína, antes e após a suplementação. 

Posteriormente a suplementação com ácido fólico, os indivíduos com alelos 

mutantes para o polimorfismo A 1298C apresentaram a menor mediana para as 

concentrações plasmáticas de homocisteína. Também não foram observadas 

diferenças estatisticamente significativas nas concentrações de homocisteína, nos 

dois momentos - basal e após a suplementação, entre os indivíduos com genótipos 

homozigoto (1298CC) e heterozigoto (1298AC) para o polimorfismo A1298C. 

Estudos recentes têm confirmado o resultado obtido com indivíduos 

diabéticos no presente estudo mostrando que mutação A 1298C isolada não é 

associada com hiperhomocisteinemia (FRIEDMAN et ai., 1999; HANSON et ai., 

2001; HAVIV et ai ., 2002). 

Ressalta-se que a presença do genótipo duplamente heterozigoto para as 

mutações A 1298C e C677T não foi encontrado no presente estudo, visto que todos 

os 33 indivíduos que apresentaram o genótipo heterozigoto ou homozigoto mutante 

para o polimorfismo A 1298C exibiram o genótipo homozigoto normal para o 

polimorfismo C677T. 

Haviv et ai. (2002) identificaram que o genótipo homozigoto mutante para o 

polimorfismo A 1298C com alelos não mutantes para o polimorfismo C677T 
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(1298CC/677CC) e genótipo duplamente heterozigoto para ambas as mutações 

(1298AC/677CT) foram significativamente associados com elevadas concentrações 

plasmáticas de homocisteína e que duplo estado heterozigoto foi significativamente 

relacionado à doença vascular em pacientes hemodialisados. 

Akar et ai. (2000) referiram uma alta prevalência de trombose venosa em 

pacientes com dupla heterozigose para as mutações C677T e A 1298C quando 

comparados a indivíduos com genótipo normal (677CC/1298AA). 

Entretanto, Shpichinetsky et ai. (2000) não descarta a hipótese que o efeito 

encontrado em indivíduos com genótipos duplamente heterozigoto para as mutações 

C677T e A 1298C possa estar relacionado à presença do alelo deletério 677T. Desta 

forma, a mutação A 1298C não estaria relacionada ao risco elevado para doenças 

vasculares. 

Avaliando os indivíduos diabéticos Tipo 2 não se observou associação entre a 

presença de genótipo heterozigoto (1793GA) e concentrações plasmáticas elevadas 

de homocisteína. Os indivíduos heterozigotos para este polimorfismo apresentaram 

a menor mediana de homocisteína plasmática no período basal, quando 

comparados a indivíduos com alelos mutantes para os polimorfismos C677T e 

A 1298C, resultado sem diferença estatisticamente significativa. 

Os indivíduos com o genótipo heterozigoto para a mutação G1793A 

apresentaram medianas para as concentrações plasmáticas basais de ácido fólico e 

vitamina B12 com valores próximos a deficiência clínica, 3,50 ng/ml e 315,70 pg/ml, 

respectivamente. Estes dados não foram estatisticamente diferentes das 

concentrações plasmáticas observadas em indivíduos sem alelos mutantes para o 

polimorfismo G1793A (ácido fólico: 6,96 ng/ml e vitamina B12: 580,64 pg/ml). 

Entretanto, visto que estes resultados são relativos a cinco indivíduos que foram 
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avaliados, sugere-se a ampliação da casuística para verificar uma possível 

associação da deficiência de ácido fólico e vitamina B12 à mutação G1793A. 

As mutações C677T e A 1298C, no presente estudo, não parecem estar 

correlacionadas a deficiência de ácido fólico e vitamina B12, pois os indivíduos com 

alelos mutantes para estes polimorfismos não apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas para os parâmetros referidos quando comparados aos 

indivíduos sem as mutações. 

Krauwell et ai. (2000) verificaram que as concentrações plasmáticas de ácido 

fólico estavam acima do normal para todos os genótipos (mulheres idosas, n=33) e 

que não existiu diferenças nas concentrações de ácido fólico e homocisteína no 

plasma entre os genótipos para a mutação C677T. Estes resultados são 

consistentes com a falta de associação entre genótipo e homocisteína em jejum em 

indivíduos com concentrações de ácido fólico na média ou acima da média 

(JACQUES et ai., 1996), e dados de uma meta-análise concluindo que 

concentrações plasmáticas de homocisteína não diferem entre os genótipos quando 

as concentrações de ácido fólico estão acima da mediana (BRATTSTROM et ai., 

1998). 

Uma ingestão adequada de ácido fólico tem sido sugerida para indivíduos 

com mutação no gene que codifica a MTHFR, mesmo na ausência de deficiência 

clínica para esta vitamina, com a finalidade de regular as concentrações plasmáticas 

de homocisteína (MOLLOY et ai., 1997; ROSENBERG et ai., 1998) e potencialmente 

reduzir o risco para doenças vasculares (BOUSHEY et ai., 1995). 

Kark et ai. (1999) têm confirmado que a hiperhomocisteinemia aumenta 

substancialmente o risco de morte em indivíduos diabéticos. 
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No presente trabalho, a suplementação com ácido fólico, mesmo nos 

indivíduos com ai elos mutantes para os polimorfismos C677T, A 1298C e G 1793A, 

foi efetiva em reduzir as concentrações de homocisteína para valores dentro da 

normalidade e normalizar as concentrações plasmáticas de ácido fólico. 

Como discutido anteriormente, uma correlação negativa, estatisticamente 

significativa, entre as concentrações de homocisteína e ácido fólico foi observada, 

sugerindo que o ácido fólico, associado ou não a mutações no gene da MTHFR, seja 

uma explicação determinante da hiperhomocisteinemia. 

Entretanto, outras formas de controle da hiperhomocisteinemia em indivíduos 

diabéticos ainda precisam ser avaliadas, assim como o impacto da suplementação 

com vitamina B12, bem como o efeito do ácido fólico, associado ou não a outras 

vitaminas, na diminuição da morbidade e mortalidade por doenças vasculares neste 

grupo de indivíduos diabéticos Tipo 2. 
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6 CONCLUSÕES 

- A maior freqüência alélica observada nos indivíduos estudados foi para a 

mutação A 1298C, sendo que as mutações C677T e G 1793A foram detectadas em 

freqüências similares e a presença do genótipo homozigoto mutante não foi 

observada para estes dois polimorfismos. 

- A hiperhomocisteinemia leve ou moderada e concentrações plasmáticas 

limítrofes ou deficientes de ácido fólico e vitamina B12 foram observadas em 27,71%, 

15,66% e 7 ,23%, respectivamente, dos indivíduos diabéticos tipo 2. 

- As concentrações plasmáticas de homocisteína, no período basal, foram 

inversamente correlacionadas com as concentrações de ácido fólico e vitamina B12 

no plasma na totalidade dos pacientes diabéticos suplementados. 

- Indivíduos com o genótipo heterozigoto para a mutação C677T 

apresentaram uma maior propensão a elevação das concentrações plasmáticas de 

homocisteína, antes da suplementação com ácido fólico. 

- As concentrações plasmáticas basais de homocisteína foram reduzidas 

significativamente, após a suplementação com ácido fólico, para os indivíduos com 

alelos mutantes para os polimorfismos C677T e A 1298C, mas não significativamente 

para os indivíduos heterozigotos para a mutação G1793A. 
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- O ácido fólico suplementado foi efetivo para normalizar as concentracões 

plasmáticas de homocisteína nos pacientes diabéticos com hiperhomocisteinemia. 
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APÊNDICE A-Termo de Consentimento Pós-Informação 



Universidade de São Paulo 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

TERMO OE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

1 - DADOS OE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL 
RESPONSÁVEL 

1. Nome do Paciente: ........................................................... ... .... ..... .. .. ....... ............. ................ . 
Documento de Identidade Nº :..... ... ........ .............. Sexo: ( )M ( )F 
Data de Nascimento: .. ......... ./ ............ / .......... . 
Endereço: ... .. ...... ....... ................................. ................ ................ ...... Nº: .. ... ............... Apto: ....... .. . 
Bairro: ................ ....... .... .. .. ... ..... .... ......... .......... Cidade: .......... ...... ... ............................................ . 
CEP: ... ............. .. ................. ..... .......... . Telefone: .... .......... ................. ..... ... ....... .......... ................. . 
2. Responsável 
Legal: .. ..... .. .... .. .......... .......... ... ................... ...... ............... .................. ..... ......... ............................ . 
Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etc.): ............................ .................... ............. .. .. .. 
Documento de Identidade Nº: ......... ........................................................... Sexo: ( )M ( )F 
Data de Nascimento: ... .. .... ./.. ....... ./.. .. .... ... .. 
Endereço: ........... ............................................................ ........................ Nº: ............. Apto: ..... ... .. 
Bairro: ............. ... ............ ...... . Cidade: .... .. ......... .... .......... ........ CEP: ........................ Tel: .............. . 

li - DADOS SOBRE A PESQUISA 
Titulo do Protocolo de Pesquisa: Concentração plasmática de folato, homocisteína e 
genótipo da enzima metilenotetrahidrofolato redutase em pacientes diabéticos não 
insulino dependentes: efeito da suplementação com ácido fólico 

1. Pesquisador: Sandra Soares Melo 
Cargo/Função: Pós-Graduanda/Nutricionista . 
Inscrição Conselho Regional Nº: CRN2 4097 
Departamento da FCF/USP: Departamento de Alimentos e Nutrição Experimental - Área 
Nutrição Experimental 

2. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA 
Sem Risco ( ) Risco Mínimo (X) Risco Médio ( ) 
Risco Baixo ( ) Risco Maior ( ) 

Duração da Pesquisa: 4 meses 



Ili - REGISTRO DAS EXPLICAÇÕES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU 
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO: 

1.Justificativa e os objetivos da pesquisa: 2. Procedimentos que serão utilizados e propósitos; 
incluindo a identificação dos procedimentos que são experimentais: 3. Desconfortos e riscos 
esperados; 4. Benefícios que poderão ser obtidos; 5. procedimentos alternativos que possam 
ser vantajosos para o individuo. 

O diabetes quando não está controlado pode causar complicações vasculares, assim 

como, infarto do miocárdio, infarto cerebral e gangrena. Portanto, estamos realizando um 

estudo para verificar se os pacientes com Diabetes Mellitus Não lnsulino Dependente têm 

alterações (deficiência de folato, hiperhomocisteinemia, mutação na enzima 

metilenetetrahidrofolato redutase) que possivelmente facilitam o aparecimento de doenças 

vasculares, bem como avaliar se a suplementação com ácido fálico pode melhorar o quadro 

clínico encontrado. 

Para isso, realizaremos duas coletas sangüineas (1 O ml de sangue obtidos por punção 

venosa periférica) com material descartável, uma no início e outra ao final do estudo (após três 

meses). Este procedimento pode causar dor leve e/ou pequenos hematomas locais (manchas 

roxas), entretanto, não oferece riscos à sua saúde, sendo realizado rotineiramente nos 

hospitais, postos de saúde e laboratórios de análises clínicas. 

Após a realização das análises laboratoriais os pacientes receberão cápsulas contendo 

1 mg de uma vitamina (ácido fálico), por um periodo de 3 meses. Ressalta-se que este 

tratamento não oferece risco a sua saúde, pois o excesso desta vitamina é eliminado pela urina. 

No entanto, caso você sinta qualquer tipo de desconforto, antes ou depois dos procedimentos, a 

responsável pelo projeto estará a sua inteira disposição para solucionar o problema ou tirar as 

dúvidas. 

Todos os participantes da pesquisa serão beneficiados, uma vez que, estarão 

recebendo um diagnóstico do estado nutricional e de saúde, podendo realizar medidas 

preventivas, com orientações oferecidas pelos profissionais de saúde, a fim de evitar futuras 

complicações vasculares. 

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO 
SUJEITO DA PESQUISA 

1. Acesso, a qualquer tempo, às informações sobre procedimentos, riscos e benefícios 
relacionados à pesquisa, inclusive para dirimir eventuais dúvidas. 

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do 
estudo, sem que isto traga prejuizo à continuidade da assistência. 

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. 



4. Da indenização por parte do Patrocinador por eventuais danos à saúde decorrentes da 
pesquisa. 

Pelo fato desta pesquisa ter única e exclusivamente interesse científico, a mesma 

deverá ser aceita espontaneamente, sem interesse financeiro. 

Você poderá desistir a qualquer momento da pesquisa, bastando para isso informar ao 

responsável desta. Sentindo qualquer tipo de desconforto, em qualquer etapa do estudo, você 

será atendido pelos profissionais de saúde do Programa de Diabetes e Hipertensão da 

Secretaria Municipal de Saúde e Saneamento de Balneário Camboriú - SC. 

As informações oferecidas voluntariamente serão trabalhadas de maneira confidencial, e 

a divulgação dos resultados visará apenas demostrar os possíveis benefícios obtidos pela 

pesquisa em questão, sendo que você poderá solicitar informações durante todas as fases 

deste trabalho. 

V- INFORMAÇÕES DE NOMES, ENDEREÇOS E TELEFONES DOS RESPONSÁVEIS 
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE 

INTERCORRÊNCIAS CLÍNICAS E REAÇÕES ADVERSAS. 

Sandra Soares Melo - Pós-Graduanda 
Rua Juan Ganzo Fernandes, nº 307, apto 104 
Saco dos Limões - Florianópolis - SC 
CEP 88045-21 O 
Fone (48) 333-6138 / e-mail: ssmelo@hotmail.com 

Hélio Vannucchi - Professor Titular 
Universidade de São Paulo - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 
Departamento de Clínica Médica 
Fone (16) 602-3250 / e-mail: hvannucc@fmrp.usp.br 

VI -OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES: 

VII - CONSENTIMENTO PÓS-ESCLARECIDO 

Declaro que, após convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi 
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa. 

Balneário Camboriú, de de ______ . ----- ------------

Assinatura do sujeito de pesquisa 
ou responsável legal 

Assinatura do Pesquisador 
Sandra Soares Melo 
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ANEXO A - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da FCF - USP 



Ofício CEP nº 37 

Prezada Senhora 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

Comitê de Ética em Pesquisa - CEP 

São Paulo, 30 de Maio de 2001. 

O Comitê de Ética em Pesquisa da FCF/USP, em reunião de 28 de maio do corrente, 

tomou ciência do desenvolvimento do projeto "Concentração plasmática de folato, 

homocisteína e genótipo da enzima metilenetetrahidrofolato redutase em pacientes 

diabéticos não insulino dependentes: efeito da suplementação com ácido fólico", bem 

como da aprovação do mesmo pela Comissão de Ética em Pesquisa da Universidade 

do Vale do ltajaí. 

Atenciosamente, 

llma. Sra. 
Sandra Soares Melo 
FMRP 

Av. Prof. Llneu Prestes, n• 580, Bloco 13 A - Cidade UnlverslUrla • C'EP 05508-900 • Slo Paulo· SP 
Fone: (01113818-3677 -Fax (011) 211-8986-e-nuill: rtrlg<>@usp.br 
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ANEXO B - Parecer da Comissão de Ética para Pesquisas em Humanos - UNIVALI 
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