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RESUMO

Objetivo: determinar a prevaléncia do polimorfismo MTHFR C677T em uma amostra de 200 idosos da cidade de Parnai-
ba-Pl e comparar suas freqliéncias genotipicas e alélicas com as observadas em outras populagfes. Método: a presenca do
polimorfismo MTHFR C677T foi determinada pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase seguida por tratamento
com a enzima de restricdo Hinfl (PCR-RFLP), acompanhado de eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, corado com
nitrato de prata. Resultados: dos 200 individuos estudados, 120 (60%) apresentaram genotipo homozigoto normal (CC);
63 (31,5%) foram heterozigotos (CT) e 17 (8,5%) mostraram-se homozigotos TT. A frequéncia do alelo polimérfico T foi
de 23,4%. As frequéncias genotipicas mostraram-se sob equilibrio de Hardy-Weinberg e ndo houve diferencas estatisti-
camente significantes quanto a distribuicdo do alelo T por sexo ou faixa etaria. Conclusdo: os resultados apresentados
neste estudo representam o primeiro relato indicativo da frequéncia deste polimorfismo em uma populagdo piauiense. A
frequéncia do alelo T foi consideravelmente elevada (24,3%) comparada com a populacgéo geral e, portanto, estudos sdo
necessarios para investigar a contribuigdo desse polimorfismo na etiologia e/ou gravidade a determinadas doengas, nessa

populagéo.

DESCRITORES: polimorfismo genético, epidemiologia molecular, pessoa idosa.

INTRODUCAO

A enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)
desempenha uma acdo central no metabolismo do folato,
mantendo o equilibrio entre as diferentes formas desse
importante nutriente no organismo, catalisando a conver-
sdo irreversivel do 5,10-metilenotetrahidrofolato em 5-
metilenotetrahidrofolato, a forma prevalente de folato no
plasma sanguineo, responsavel pela doacdo de grupos metil
para a sintese de metionina a partir da homocisteina.*

No gene MTHFR, localizado em 1p36.3, é comum a
presenga de uma substituicdo de uma citosina (C) por uma
timina (T) na posicéo 677 da sequéncia de nucleotideos do
gene (C677T), que provoca a troca do aminoacido alanina
por valina dentro do dominio catalitico N-terminal da en-
zima. O fendtipo resultante dessa substituicdo é uma enzi-
ma termol&bil com atividade catalitica reduzida. Especifi-
camente, os portadores dos genétipos CT e TT expressam
uma enzima com reducdo de 30 e 65% da sua atividade,
respectivamente, quando comparados com o genotipo sel-
vagem CC.2

A homozigose para o alelo T estd associada com hi-
per-homocisteinemia, niveis reduzidos de folato sérico e
hipometilacdo gendmica, o que torna o polimorfismo M-
THFR C677T um fator de risco genético para varios agra-
vos & saude, como doengas cardiovasculares, defeitos de
formacdo do tubo neural, sindrome de Down, complica-
¢Oes gestacionais, desordens psiquiatricas e cancer.*®

A distribuicdo da frequéncia do polimorfismo MTHFR
C677T apresenta uma grande variabilidade étnica e geo-
grafica em todo o mundo. A prevaléncia do genétipo TT
varia em torno de 1% em populagdes negras dos Estados
Unidos, Africa sub-Saariana e América do Sul e 20% em
hispano-americanos, colombianos e amerindios brasilei-
ros.” Diante dessa situacdo, torna-se importante investigar
a frequéncia do polimorfismo MTHFR C677T em diferen-
tes populacbes, para avaliar o seu papel no aumento ou
diminuicéo do risco de desenvolver determinados tipos de
doencas.

A populacdo idosa brasileira sofreu um rapido cresci-
mento nas Ultimas décadas e ha a expectativa de uma in-
tensificacdo desse processo. Por esse motivo, 0s idosos
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representam um alvo atraente de estudo, uma vez que a
presenca do polimorfismo MTHFR C677T, associada a
outros fatores de risco aos quais estiveram expostos ao
longo dos anos, torna-os mais susceptiveis ao desenvolvi-

OBJETIVO

Em virtude da relevancia médica do polimorfismo
MTHFR C677T e da auséncia de estudos de investigacdo
de sua prevaléncia no Estado do Piaui, o objetivo deste
trabalho foi determinar as frequéncias genotipica e alélica
desta variagcdo em uma populacdo de idosos da cidade de
Parnaiba, litoral piauiense, e compara-las com as frequén-
cias obtidas em outras populacdes.

METODO
Populacéo estudada e aspectos éticos

Foram incluidos neste estudo 200 individuos idosos,
residentes na cidade de Parnaiba, PI, voluntarios do maior
projeto de fragilidade em idosos, ja desenvolvido no Brasil,
denominado Rede FIBRA (Rede de Pesquisa Sobre Fragi-
lidade em lIdosos Brasileiros). Anteriormente a coleta de 4
mL de sangue periférico para estudo, todos os voluntarios
foram informados sobre a finalidade da pesquisa e sobre 0s
procedimentos experimentais aos quais seriam submetidos,
e ao concordarem em participar assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Este trabalho foi anali-
sado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Uni-
versidade Federal do Piaui.

Analise do polimorfismo MTHFR C677T

O DNA gendmico foi extraido de leucdcitos de san-
gue periférico com o kit Wizard® Genomic DNA Purifica-
tion (Promega), de acordo com as especificagdes do fabri-
cante.

Para analise do polimorfismo MTHFR C677T foi uti-
lizada a técnica de reagdo em cadeia da polimerase, segui-
da por tratamento com endonuclease de restricdo (PCR-
RFLP). A regido do polimorfismo MTHFR C677T foi am-
plificada com os primers forward 5’-CTG ACT GTC ATC
CCT ATT GGC A-3’ e reverse 5°-CCT CAC CTG GAT
GGG AAA GAT-3’, resultando em um produto de 251 pb.
Para um volume total de reag@o de 25 pL, foram utilizadas
as seguintes condigdes: DNA (10 ng), tampéo 1x (100 mM
Tris-HCI; pH 8,5; 500 mM KCI), MgCl, (1,5 mM); 0,4
mM de cada primer; 0,2 mM de dNTP; 1,5 U de Tag DNA
polimerase e H,O destilada. Os pardmetros utilizados na
reacdo foram: uma etapa de desnaturacdo inicial de 3 mi-
nutos a 95°C, trinta e cinco ciclos de 45 segundos a 95°C,
1 minuto a 54°C e 45 segundos a 72°C.

mento de doengas. Dessa forma, informacdes sobre a pre-
valéncia dessa variacdo podem auxiliar no direcionamento
de medidas de prevencdo, contribuindo, portanto, para a
diminuicio dos gastos  publicos com  salde.

Apdbs amplificacdo da regido de interesse do polimor-
fismo MTHFR C677T os produtos da reacdo foram subme-
tidos ao procedimento de RFLP, incubados na presenca da
enzima Hinfl (New England BiolLabs), de acordo com as
instrucbes do fabricante. Apés a digestdo, os produtos da
RFLP foram submetidos a eletroforese em gel de poliacri-
lamida 8% a uma diferenca de potencial de 160V por duas
horas, e corado com nitrato de prata para a visualizacdo
dos padrdes de banda dos trés gendtipos possiveis (CC, CT
e TT). Na presenca do alelo T a enzima Hinfl reconhece
um sitio de restricdo que, apos a digestdo enzimatica, gera
dois fragmentos de tamanhos diferentes (148 pb e 103 pb),
enquanto que o alelo C permanece com 251 pb. Portanto,
individuos com genétipo CC apresentardo uma Unica ban-
da de 251 pb, enquanto que individuos com genétipo TT
serdo evidenciados pela presenca de duas bandas, uma de
148 pb e outra de 103 pb. Os individuos heterozigotos
apresentardo os trés padrdes de banda mencionados.

Andlise estatistica

Apos a genotipagem da populacéo, foram determina-
das as frequéncias genotipicas e alélicas por simples conta-
gem. Para testar se a populacdo em estudo encontrava-se
em equilibrio de Hardy-Weinberg, foi calculado o nimero
de genotipos esperados a partir das frequéncias alélicas e
seu desvio em relagdo ao nimero de gen6tipos observados
foi determinado pelo teste do Qui-quadrado, mesmo teste
estatistico aplicado para comparar as distribui¢des genoti-
picas e alélicas observadas neste estudo com as obtidas em
outras populagdes. Foi adotado nivel de significancia de
5%. Para a avaliacdo estatistica dos dados, utilizou-se o
programa Bioestat, verséo 5.0.

RESULTADOS

Dos 200 idosos estudados, 71(36%) eram do sexo
masculino e 128 (64%) do sexo feminino, com idade média
de 72,75 + 7,44 anos (idades entre 65 e 93 anos). Confor-
me representado na Tabela I, 120 individuos apresentaram
gendtipo CC (60%), enquanto que 63 foram genotipados
como CT (31,5%) e 17 como homozigotos TT (8,5%) (Fi-
gura 1). O alelo polimérfico T apresentou frequéncia de
24,3%.

A distribuicdo do polimorfismo MTHFR C677T en-
controu-se sob equilibrio de Hardy-Weinberg (* = 1,779,
p = 0,4108). Com relacdo ao sexo, a frequéncia do alelo T
foi de 27% entre as mulheres e 19% entre os homens (p =
0,893). N&o houve diferenga estaticamente significante



guanto a distribuicdo por idade, pois o alelo T mostrou
frequéncia de 24% entre os individuos com idade igual ou
inferior a 73 anos, e de 25% naqueles com idade superior a
esta idade (p > 0,05).

Tabela I — Distribuicdo da frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo MTHFR C677T na populacdo de Parnaiba-Pl.

Frequéncia genatipica n (%)

Frequéncia alélica (%)

p p
CcC CT TT C T
Total (n = 200) 120 (60) 63 (31,5) 17 (8,5) 0,411 75,7 243 -
Sexo
M (n = 71) 47 (66,2) 21 (29,6) 3(4,2) 0.145 81 19 0.893
F (n=129) 73 (56,6) 42 (32,5) 14 (10,9) 73 27
Idade
<73 (n=123) 74 (60,2) 39 (31,7) 10 (8,1) 0.968 76 24 0.087
>73(n=177) 46 (59,7) 24 (31,2) 7(9,1) 75 25
L 1 2 3 4 5 6 ficativamente inferior as frequéncias observadas na maioria
e e — , dos paises asiaticos™**, com excegao das populagdes do
Nordeste da india™®, cuja frequéncia do alelo T foi de 17%
(p = 0,2711) e do Paquistdo™ , onde se observou a menor
frequéncia do alelo T (15%) entre os paises asiaticos (p =
“-“ 1 ' L ) 0,1397). Neste ultimo estudo, Micheal et al. (2009) relata-
u ' ram associagdo entre o genétipo TT com glaucoma de an-
glo fechado em dois grupos étnicos distintos do Paquistéo,
- 148 pb também se correlacionando com os altos niveis séricos de
- j- 103 pb homocisteina encontrado nesses pacientes.

Figura 1 — Andlise dos padrbes de banda dos trés genétipos
possiveis para o polimorfismo MTHFR C677T, em gel de polia-
crilamida 8% corado com nitrato de prata. L: Marcador de peso
molecular de 100 pb; 2, 5 e 6: CC (homozigotos selvagens); 1 e
3: CT (heterozigotos); 4: TT (homozigoto mutante).

DISCUSSAO

Nas ultimas décadas os avangos na area da biologia
molecular proporcionaram um grande avango no reconhe-
cimento de genes envolvidos na etiologia de vérias doen-
cas. As alteracbes em genes do metabolismo do folato,
especialmente o polimorfismo MTHFR C677T e a sua
relacdo com varios problemas de saude, tém atraido a aten-
cdo de diferentes grupos de pesquisa no mundo. No nosso
conhecimento, os resultados apresentados neste estudo
representam o primeiro relato indicativo da frequéncia
deste polimorfismo em uma populagéo piauiense.

A frequéncia do polimorfismo MTHFR C677T varia
entre as diferentes populacGes étnicas. A frequéncia de
homozigotos TT na populagdo mundial varia de 1 a 32%,
enquanto o alelo T se distribui com uma frequéncia entre
12 a 57% (Tabela Il). A frequéncia do alelo T encontrada
neste estudo foi consideravelmente elevada (24,3%), com-
parado com outros estudos populacionais, porém foi signi-

A populacéo brasileira é uma das populagdes mais he-
terogéneas do mundo, resultado de mais de quinhentos
anos de cruzamentos entre europeus, africanos e amerin-
dios. Em relagdo as populagdes européias, nossos resulta-
dos divergiram dos encontrados por Wilcken et al. (2003)*°
na ltalia e por Matevska et al. (2008)*° na Republica da
Maceddnia, onde as frequéncias do alelo T foram de 45,3%
e 41,35%, respectivamente. No entanto, mostraram-se se-
melhantes aos encontrados na Eslovaquia (25,2%)". A
frequéncia do alelo T observada neste estudo (24,3%) en-
controu-se superior a observada na Roménia®® e inferior a
encontrada na Espanha®®, porém sem diferencas estatisti-
camente significativas (p > 0,05).

Dos paises do continente americano, o México foi o
gue apresentou a maior prevaléncia do polimorfismo M-
THFR C677T", onde 32,2% dos individuos foram homo-
zigotos TT, refletindo numa frequéncia alélica de 57%. Em
estudo realizado por Wilcken et al. (2003)"° em recém-
nascidos norte-americanos de diferentes origens étnicas, a
frequéncia do alelo T foi maior nos caucasianos (31,7%)
do que nos afro-americanos (12,6%), corroborando a di-
versidade da prevaléncia desse polimorfismo entre diferen-
tes grupos étnicos. Ndo foram observadas diferencas esta-
tisticamente significantes entre a frequéncia alélica obser-
vada neste estudo (24,3%) e a frequéncia observada em



uma populacio caucasiana do Canada®®, onde a frequéncia
do alelo T foi de 24,6% (p > 0,05).

Em um estudo realizado por Shannon et al. (2002)®,
em uma populacdo australiana, 9% dos individuos apresen-
taram genotipo TT, com frequéncia do alelo T de 32,6% (p
= 0,2526). Neste estudo, o gendtipo TT foi associado com
0 aumento do risco de desenvolvimento de cancer colorre-
tal em individuos idosos, sendo atribuido também aos dis-
tirbios no metabolismo do folato comuns nessa faixa eta-
ria.

No Brasil, a frequéncia do genotipo TT varia de 2,7 a
17,5% e a frequéncia do alelo T encontra-se entre 19 e
38% (Tabela Il1). Em um estudo conduzido por Zanrosso
et al. (2005)™ com 240 individuos de quatro regides brasi-
leiras, a frequéncia do alelo T observada foi de 29%, sendo

9% dos individuos com genotipo TT. A frequéncia do ge-
notipo TT nas diferentes regides foi de 12% no Sul, 7% no
Sudeste, 8% no Nordeste e 14% no Centro-Oeste, sendo
esta Ultima a Unica frequéncia que diferiu estatisticamente
do observado em nosso estudo (p < 0,0001).

A frequéncia alélica encontrada na populagdo de Par-
naiba, Pl (24,3%) foi similar a observada nos Estados da
Bahia® (23%), Pernambuco® (22,7%) e Minas Gerais®
(19%). Nossos resultados também ndo diferiram estatisti-
camente dos observados nos Estados do Para® (p = 0,135),
S4o Paulo® (p = 0,454) e Rio Grande do Sul® (p = 0,052),
tendo este Gltimo mostrado a maior frequéncia do polimor-
fismo dentre os Estados brasileiros (38%) e, consequente-
mente, uma proximidade do limite de significancia estatis-
tica.

Tabela Il — Comparagdo da distribuigdo das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo MTHFR C677T em diferentes popu-

lagBes.
Frequéncias (%)
Pais Regido/Etnia n Genotipicas Alélicas
CC CT TT P C T P

Brasil Regido Nordeste* 200 60 31,5 8,5 Ref. 75,7 24,3 Ref.
Italia Caucasianos™ 468 29,5 50,4 20,1 <0,0001 54,7 45,3 0,003
Espanha Caucasianos® 601 44,1 44,1 11,8 0,0795 66,1 339 0,351
Eslovaquia Caucasianos'’ 290 56,5 36,6 6,9 0,7213 748 252  0,9869
Roménia Caucasianos'® 67 70,15 25,37 4,47 0,2587 82,8 17,2 0,2875
Maceddnia Caucasianos™® 185 35,13 47,03 17,84 0,0016 58,65 41,35 0,0157
india Regi&o Nordeste™ 188 68,6 28,7 2,7 0,1565 83 17 0,2711
Coréia do Sul Asiéticos® 1700 31,8 50,7 17 0,0003 57 43 0,0081
China Asiéticos® 75 35 48 17 0,0016 59 41 0,0179
Japdo Asiéticos™ 244 39,34 475 13,1 0,0141 63,1 39,9 0,0393
Japédo Asiaticos™ 500 36,4 46 17,6 0,0029 59,4 40,6 0,0208
Paquist&o Punjabis e Pathans™* 143 71 28 1 0,0294 85 15 0,1397
Estados Unidos  Afro-americanos™ 298 77,5 19,8 2,7 0,0193 87,4 12,6 0,0511
Estados Unidos ~ Caucasianos™ 300 473 42 10,7 0,962 69,3 31,7 03355
Canada Caucasianos™ 240 56,7 37,5 58 0,5698 75,4 24,6 0,9083
México Hispanicos™ 500 18,2 49,6 32,2 <0,0001 43 57 <0,0001
Brasil Regido Norte™ 240 51 40 9 0,4159 71 29 0,554
Australia Australianos (ocidente)® 1207 44 47 9 0,0628 67,4 32,6 0,2526

* Presente estudo.



Tabela 111 — Prevaléncia do polimorfismo MTHFR C677T em diferentes populacGes brasileiras.

Frequéncias (%)

Estado Cidade n Genotipica Alélica
cC CT TT P C T P
Piauf Parnaiba* 200 60 315 8,5 Ref. 75,7 243 Ref.
S#o Paulo Campinas® 188 48,9 42 9,1 0,265 70 30 0,454
Rio Grande do Sul Porto Alegre® 74 41,9 405 175 0,024 62 38 0,052
Minas Gerais Belo Horizonte? 37 649 324 2,7 0.201 81 19 0.460
Pernambuco Recife? 108 63 28,7 8,3 0902 773 227 0,920
Bahia Salvador® 843 585 36,2 53 0,580 77 23 0,920
Par& Belém® 127 44 44 12 0,077 66,1 339 0,135

* Presente estudo.

Os resultados demonstram que o alelo T foi mais fre-
guente entre as mulheres (27%) do que nos homens (19%),
0 que também foi observado por Devi et al. (2004)%. A
frequéncia do alelo T na populagédo feminina deste estudo
foi similar & observada por Biselli et al. (2008)° no Estado
de S&o Paulo (28,6%) e por Dusse et al. (2006)*” em Belo
Horizonte (26%). A frequéncia do alelo T na populacdo
masculina (19%) foi inferior a observada em homens cau-
casianos da Suécia® (28,2%) e dos Estados Unidos®
(33,5%). Neste Gltimo estudo, Cicek et al. (2004)* mostra-
ram evidéncias de que o alelo T pode estar associado com
a reducdo do risco do cancer de prostata progredir para
formas mais avancgadas.

Os resultados demonstraram ndo haver diferencas, es-
tatisticamente significantes, entre as frequéncias alélicas e
genotipicas dos individuos mais jovens ou mais velhos que
73 anos (p > 0,05) na populacdo de Parnaiba, Pl. As fre-
quéncias observadas foram estatisticamente similares as
encontradas em uma populacdo idosa com idade média de
73,9 anos de Pernambuco®, onde a frequéncia de homozi-
gotos TT foi de 4% (p = 0,072) e do alelo T foi de 27% (p
= 0,783). Shanon et al. (2002)® também relataram, numa
populacdo idosa australiana, frequéncias do polimorfismo
MTHFR C677T semelhantes as observadas na populacdo
parnaibana, sendo que a frequéncia de homozigotos TT foi
de 10% em individuos com idade inferior a 70 anos e de

7% em individuos com idade igual ou superior a 70 anos.
Esse mesmo estudo mostrou que o gendtipo TT esta asso-
ciado a uma mortalidade aumentada em populagdes idosas,
tendo como justificativa a maior predisposi¢do para desen-
volvimento de cancer colorretal favorecida por esse geno-
tipo.

CONCLUSAO

O polimorfismo MTHFR C677T se distribui com uma
frequéncia consideravelmente elevada (24,3%) na popula-
cdo de Parnaiba PI, comparada com a populagdo geral,
sendo essa frequéncia semelhante a observada na maioria
das populacBes caucasianas da Europa e inferior as da A-
sia. Esses dados reforcam a necessidade de estudos que
investiguem a contribuicdo deste polimorfismo na etiologia
e/ou gravidade de doencas na populagéo parnaibana.
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SUMMARY

PREVALENCE OF MTHFR C677T POLYMORPHISM IN AN ELDERLY POPULATION

Hygor FERREIRA-FERNANDES; Hianny Ferreira FERNANDES; Ari Pereira de Aradjo NETO; Pablo Nunes COSTA; France Keko
Nascimento YOSHIOKA e Giovanny Rebougas PINTO.

Objective: to determine the prevalence of MTHFR C677T polymorphism in a sample of 200 elderly individuals from
Parnaiba, Piaui, Brazil and to compare its genotypic and allelic frequencies with those observed in other populations.
Method: the presence of MTHFR C677T polymorphism was evaluated by polymerase chain reaction followed by restric-
tion enzyme analysis with Hinfl endonuclease (PCR-RFLP). After cleavage, the genotypes were evaluated by 8% silver
stained polyacrylamide gel. Results: of the 200 individuals studied, 120 (60%) were homozygous normal (CC), 63



(31.5%) were heterozygous (CT) and 17 (8.5%) were homozygous TT. The frequency of the polymorphic allele T was
23.4%. The genotypic frequencies were found to be in Hardy-Weinberg equilibrium and there was no statistically signifi-
cant differences regarding the distribution of T-allele by sex or age. Conclusion: the results presented in this study
represent the first report of the MTHFR C677T polymorphism frequency in a population of Piaui. The T-allele frequency
was significantly higher (24.3%) compared to the general population and therefore studies are needed to investigate the
contribution of this polymorphism in the etiology and/or severity of certain diseases in this population.

KEYWORDS: polymorphism/genetic, molecular epidemiology, aged.
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