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EPIGRAFE

“Nossa loucura é a mais sensata das emocdes; tudo
0 que fazemos deixamos como exemplos para 0s
gue sonham um dia serem assm como nos:

LOUCOS...mas FELIZES!!!”

(Mé&rio Quintana)



RESUMO

Introducdo: As fissuras de labio e/ou palato (FL/P) sGo malformagdes congénitas comuns na
espécie humana, apresentando prevaléncia de 1/700 recém nascidos vivos, variamdo de acordo
com os diferentes grupos étnicos e fatores socio-econdmicos. As FL/P apresentam padréo
complexo de heranga, estando envolvidos fatores genéticos e ambientais. Entre os fatores
ambientais deficiéncias de vitaminas ja foram descritas, e diversos estudos sugerem que 0 uso
de &cido fdlico periconcepciona pode prevenir arecorréncia das fissuras orais.

Objetivos: Estudar caracteristicas bioquimicas e polimorfismos em genes da rota metabdlica
do folato em FL/P ndo sindromicas (NS).

M étodos: Foram incluidas 140 mulheres (113 mées ndo afetadas de criangas com fissuras e
27 mulheres afetadas). Todas as mulheres realizaram dosagens bioquimicas (B12, folato
sérico e eritrocitario, hematécrito, hemoglobina e homocisteing). Foi realizada extracdo de
DNA destas mulheres e seus familiares, assm como de trios adicionais (méae, pai e filho) num
total de 428 individuos de 231 familias. 28 polimorfismos de 14 genes da rota metabdlica de
folato foram genotipados usando TagMan (Applied Biosystems) ou reacdo em cadeia de
polimerase (PCR).

Resultados: Nao foi encontrada associagdo entre os dados bioguimicos nos dois grupos de
mulheres (afetadas e ndo afetadas). O teste de desequilibrio de transmisséo (TDT) revelou
significancia para os seguintes polimorfismos nos genes BHMTrs651852 (p=0.04),
MTRRrs1532268 (p=0.04) e NNMTrs694539 (p=0.03). A interacdo gene-gene demonstrou
significancia entre MTRRrs1532268 versus MTRrs10925235 (p=0.03), MTRRrs1532268

versus MTRRrs1801394 (p=0.003), MTRRrs1532268 versus NNMTrs2852447 (p=0.008),



NNMTrs694539 versus DHFRrs1643638 (p=<0.0001), NNMTrs694539 versus
SHMT1rs921986 (p=0.0001), NNM Trs694539 versus SHMT1rs2168781 (p=0.03).

Conclusdo: Polimorfismos em genes envolvendo o metabolismo do é&cido fdlico podem
contribuir para a ocorréncia de FL/P. Os genes BHMT, MTRR e NNMT mostraram
associagao com FL/P. Este estudo foi o primeiro a encontrar associagao entre o gene NNMT e
fissuras orais. Estes achados, portando, devem ser confirmados por estudos adicionais. Estes
dados sdo importantes para 0 entendimento dos fatores que predispdem as FL/P, e para ser
realizada de maneira mais adequada e individualizada a prevencdo desta anomalia congénita

com &cido fdlico.

Palavras-chaves. fissuras de |abio e/ou paato, polimorfismos, malformagdes congénitas,

genes candidatos, &cido félico.



ABSTRACT

Introduction: Cleft lip and/or palate (CL/P) are common congenital anomalies with
prevalence of 1/700 live births affecting different ethnic groups and social economic status.
CL/P has a complex inheritance involving environmental and genetic &ctors. Among the
environmental factors, deficiency of vitamins were reported and severa studies have
suggested that the use of periconcepcional folic acid might prevent oral clefts.

Objective: The aim of this study is to evaluate the biochemical and polymorphisms in genes
of the folic acid pathway in non-syndromic CL/P.

Methods: 140 women were included, (113) unaffected mothers with CL/P children and 27
affected women. In all women a biochemical measurement (B12, serum folate and eritrocyte,
hematocrit, hemoglobin and homocysteine) was performed. We also had DNA extraction of
these women and their families, as well as additional trio of (mother, father and son) in atotal
of 428 individuals of 231 unrelated families. 28 polymorphisms of 14 genes of the folate
pathway were genotyped using the TagMan (Applied Biosystem) or Polymerase Chain
Reaction (PCR).

Results: Among the biochemical data in the two groups of women (affected and unaffected
with cleft lip children) no association was found. The transmission desequilibrium test (TDT)
has showed significance for the following polymorphisms in the genes such as
BHMTrs651852 (p=0.04), MTRRrs1532268 (p=0.04) and NNMTrs694539 (p=0.03). The
gene-gene interaction has showed significance between MTRRrs1532268 versus
MTRrsl0925235 (p=0.03), MTRRrs1532268 versus NNMTrs2852447 (p=0.008),
NNMTrs694539 versus DHFRrs1643638 (p=<0.0001), NNMTrs694539 versus

SHMT1rs921986 (p=0.0001), NNMTrs694539 versus SHMT1rs2168781 (p=0.03).
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Conclusion: Polymorphisms in genes involving the folic acid metabolism might contribute to
the occurrence of CL/P. The genesBHMT, MTRR and NNMT have showed association with
CL/P. This was the first study to find association between the NNMT ard oral clefts. Thus,
additional studies are important to these results. These data are important to understand the

causes of CL/P aswell asto prevent this congenital anomaly with folic acid.

Keywords: Cleft lips and/or palate, polymorphisms, congenital abnormalities, candidate

genes, folic acids.
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1INTRODUCAO

As fissuras de l&bio e/ou palato (FL/P) sdo os defeitos congénitos mais comuns na
espécie humana e ocorrem devido a interacdo de fatores ambientais e geréticos. As FL/P sdo
divididas em fissuras de labio e/ou palato (FL/P) ou fissuras de palato isolada (FPl). Podem
ser sindrdmicas, quando ocorrem juntamente com outra malformacdo, ou ndo sindrémica
(NS), quando ocorrem isoladamente. A proximadamente 70% das FL/P e 50% das FPI sdo ndo
sindrémicas (STANIER; MOORE, 2004). A origem geogré&fica e fatores sdcio-econbmico
interferem na prevaléncia dessas maformacbes (MOSSEY; LITTLE, 2002). Em gera,
asi@ticos e amerindios tem altas freqiéncias (1/500 ou mais); caucasbides, fregiéncias
intermedidrias (1/1000) e africanos, frequéncias menores (1/2500) (SPRITZ, 2001;
WY SZYNSKI, 2002).

As fissuras orais (FO) levam a danos psicolégicos, dent&ios e na faa, sendo
freglientemente necessarias cirurgias para correcdo funcional e estética (na maioria das vezes
mais de um procedimento cirlrgico), bem como tratamento ortoddntico, fonoterapico e
psicologico. Nos Estados Unidos da América (EUA) foi calculado que os tratamentos
necessarios tém valor de aproximadamente 100.000 dolares por paciente ao longo da vida, o
gue representa um custo alto para os familiares e para a sociedade (BERK; MARAZITA,
2002).

Muitos fatores ambientais estdo envolvidos na etiologia das FL/P, entre eles,
deficiéncia nutricional (como por exemplo, baixa ingestéo de acido félico na dieta), exposi¢ao
a determinados medicamentos (como por exemplo, anticonvulsivantes), exposicéo ao acool,

cigarro, pesticidas e herbicidas durante a gestagdo (MURRAY, 2002).
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Os genes estdo sendo cada vez mais estudados e acredita-se que de 2 a 13 genes estdo
envolvidos na etiologia das FL/P (SCHLIEKELMAN; SLATKIN, 2002). E importante um
maior conhecimento dos fatores genéticos envolvidos para entendermos melhor a etiologia
das FO e ser possivel auxiliar no diagndstico, tratamento e possivel prevencdo dessas

malformagdes congénitas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DESENVOLVIMENTO DO PALATO PRIMARIO

O desenvolvimento inicial da face é dominado pela migracdo e proliferacdo do
ectomesénguima envolvida na formagéo das cavidades nasais primitivas. Em torno do 28° dia
de vida intrauterina espessamentos localizados desenvolvemse no ectoderma da
proeminéncia frontal em posicéo rostal a abertura do estomédio. Tais espessamentos S0 0S
placdides olfatorios. Uma rapida proliferagdo do mesénquima subjacente ocorre em torno das
saliéncias dos placoides na proeminéncia frontal anterior, produzindo também uma saliéncia
em forma de ferradura, que transforma o plactide olfatéria em fosseta nasal. O brago lateral
de cada ferradura é chamado de processo nasal lateral, e o braco medial, processo nasal
medial. Entre os dois processos nasais laterais, encontra-se uma nova area formada por uma
depressdo, denominada processo frontonasal. Os processos nasais mediais dos dois lados,
junto com o processo frontonasal, formam a por¢éo meédia do nariz, porcdo média do |abio
superior, por¢do anterior da maxila e palato primario (Figura 1).

Os processos maxilares crescem medialmente e se aproximam dos processos nasas
media e lateral, porém permanecem separados deles por nitidos sulcos. O crescimento medial
do processo maxilar empurra o processo nasal medial em direcdo a linha média, onde se funde
com a sua contraparte anatdbmica do lado oposto, eliminando o processo frontonasal. Dessa
forma, o |&bio superior é formado a partir dos processos maxilares e processos nasais mediais,
ocorrendo fusdo entre a extensdo anterior do processo maxilar e a face lateral do processo
nasal medial. O labio inferior é formado pela fusdo dos dois processos mandibulares. A fusdo

dos dois processos nasais mediais resulta na formagdo de parte da maxila, que contém os
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dentes incisivos e 0 paato primario, assm como parte do labio (Figura 1) (TEN CATE,

2001).

Figura 1 - Desenvolvimento da regido orofacial (Fonte: Carlson e Carlson, 2004).
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2.2 DESENVOLVIMENTO DO PALATO SECUNDARIO

A formacdo do palato secundario ocorre entre a 72 e 8 semanas de desenvolvimento
fetal, resultando da fusdo das cristas formadas de cada processo maxilar (Figura 2). Tais
cristas, denominadas de cristas ou processos palatinos, sdo iniciamente direcionadas para
baixo e para cada lado da lingua. ApGs a 72 semana de desenvolvimento, a lingua retira-se do
espaco entre as cristas, que agora se elevam e se fundem na linha nédia acima da lingua e
anteriormente com o palato primério. O fechamento do palato secundério envolve uma forca
intrinseca nas cristas palatinas, cuja natureza ndo foi ainda claramente determinada. Tém-se
sugerido a elevada concentracdo de glicosaminoglicanos, que atraem égua e provocam 0
inchaco das cristas, bem como a presenca de fibroblastos contrateis nas cristas palatinas
responsaveis por este processo. Outro fator envolvido com o fechamento do palato secundario
€ 0 desocamento da lingua do espaco entre as cristas palatinas devido ao padréo de

crescimento da cabeca (TEN CATE, 2001).
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Figura 2 — Desenvolvimento do palato secundario (Fonte: Carlson; Carlson, 2004).
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2.3 EPIDEMIOLOGIA

As FO sdo divididas em fissuras sindromicas (observadas em mais de 400 sindromes
descritas) e fissuras ndo sindrémicas, as quais correspondem 70% nas FL/P e 50% nas FPI
(Figura3 e Figura4) (STANIER; MOORE, 2004).

Asidticos e amerindios apresentam alta prevaléncia (/500 ou mais); caucasoides,
prevaléncia intermediaria (1/1000) e africanos, baixa prevaléncia (1/2500) (SPRITZ, 2001,
WY SZYNSKI, 2002). De maneira geral, a prevaéncia mundial é de aproximadamente 1 em
cada 600 nascidos vivos (MOSSEY ; LITTLE, 2002).

As fissuras de 1abio (FL) ocorrem duas vezes mais freglientemente no sexo masculino
do que no sexo feminino e € usuamente unilateral, ocorrendo mais comumente no lado
esquerdo do que no lado direito da face (OLIVER-PADILHA; MARTINEZ-GONZALES,
1986; VANDERAS, 1987). A proporcdo do lado esguerdo:lado direito:bilateral é 6:3:1

(LETTIERI, 1993).



Figura 3 —Fissurade Labio

- ‘

Figura 4 — Fissura de Palato
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24ETIOLOGIA

Fogh-Andersen em 1942, na Dinamarca, foi o primeiro pesquisador a associar fatores
genéticos nas fissuras orais sugerindo uma heranca multifatorial. Vinte por cento dos
pacientes com FL/P apresentam historia familiar positiva para esta malformacéo, sugerindo
que fatores genéticos sdo importantes na etiologia (CARINCI et al., 2003). Estudos em
gémeos monozigoticos demonstraram uma taxa de concordancia de 40% e em gémeos
dizigéticos uma taxa de 4,2% para FL/P. Estudos com FPI demonstraram que a diferenca
entre 0os grupos € menor (35% para gémeos monozigéticos e 7,8% para dizigoticos),

sugerindo uma base genética maior para FL/P que para FPl (GORLIN, 2001).

25ACIDO FOLICO

O folato tem um papel importantissmo na sintese e na metilacdo do acido
desoxirribonucleico (DNA) e contribui para a expressdo génica. As formas metabdlicas do
folato estéo envolvidas na sintese de nucleotideos e no ciclo da metionina, gerando grupos
metil que sd0 essenciais para a metilagédo do DNA (KRISHNASWAMY; MADHAVAN,
2001).

A descoberta de que o0 uso do &cido félico (AF) pré-concepcéo até os 3 primeiros
meses de gestacdo reduz o risco de recorréncia de defeitos de tubo neural (DTN) pode ser
considerado um dos avangos mais importantes na salide publica nos dltimos anos (BOTTO et
al., 1999). Uma vez que ha fortes evidéncias da &do preventiva do AF sobre os DTN, a
fortificacdo de cereais e farinha com AF foi introduzida em alguns paises como Brasil,
Canada, Chile, Costa Rica, Jordania, Africa do Sul e EUA. Apesar de vérios estudos

mostrarem taxas reduzidas de DTN ap6s fortificacdo de AF na farinha, nenhum estudo
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demonstrou mudancas significativas para a ocorréncia de FO (CASTILLA et al., 2003;
SIMMONS et al., 2004; CANFIELD et al., 2005; HASHMI et al., 2005).

Similarmente, uma hipétese sobre o efeito da suplementagdo vitaminica contendo
acido folico nas gestantes sobre a incidéncia de FL/P foi sugerida h4 mais de 40 anos
(CONWAY, 1958). Recentemente, um estudo caso-controle conduzido na Noruega, no qual
573 mulheres que tiveram filhos com FL/P foram entrevistadas, foi observada que a
suplementacdo com = 400p/dia de AF estava associado com reducéo do risco para FL/P em
39% mas nédo para FPI. (WILCOX et al., 2007). Van den Boogaard, et al., (2008)
encontraram uma associacao entre as maes que ndo tomaram AF e aumento de risco para FO.

Os mecanismos de acdo do AF sdo incertos, entretanto, genes envolvidos na rota
metabdlica do folato podem ter um papel importante (Figura5). Um dos mais importantes
marcadores bioquimicos que indicam o mau funcionamento desta rota metabdlica € o nivel
elevado de homocisteina no sangue. Hiperhomocisteinemia (Hhcy) tem sido descrito em DTN
e FL/P, doencas cardiovasculares, doencas neuropsiquiétricas, osteoporose, entre outras
(WONG et al., 1999; VILLADSEN et al., 2005; MULDER et al., 2007; VERKLEIJ

HAGOORT et al., 2007).
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O é&cido folico é ingerido através da dieta, e quando absorvido deve ser reduzido a tetraidrofolato (THF), o composto ativo de todos os folatos biologicamente
ativos. THF converte 5,10 MTHF em 5metil-THF através do gene MTHFR. Os genes MTRR, MTR e a vitamina B12 estéo envolvidos tanto para completar o ciclo do
&cido folico quanto para gjudar na conversdo de homocisteina em metionina. A conversdo de metionina em honocisteina € realizada utilizando a enzima SAM, que
metila substratos incluindo proteinas bésicas da mieling, lipidios, DNA e RNA. Além dos genes citados acima, os genes BHMT, CBS, DHFR, FOLR1, FOLR2, GART,
MTHFD1, NNMT, SHMT1 e TCN2 est&o envol vimentos nesta rota metabdlica.
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2.6 GENES PARA FISSURAS DE LABIO E/OU PALATO

2.6.1 Genes candidatos para fissuras de labio e/ou palato

TGFA (fator de crescimento afa) foi primeiramente descrito por Ardinger et al.,
(1989) como sendo um fator que contribui para a ocorréncia de FL/P. Outros genes também
mostram associagcao TGF33, RARA e GABRIZ3 (VAN DEN BOOGAARD, DORLAND et al.,
2000).

Os genes TGFA, TGF33 e MSX1 e a interagdo deles com fumo e dcool durante a
gestacdo e aocorrénciade FL/P e FPI foram analisados por Romitti et al., (1999) e os autores
demonstraram uma associacdo significativa elevada para FPl e mais elevada quando as
criancas apresentavam variantes alélicas nos genes TGFB3 e MSX1. Quanto ao dcool também
foi encontrado um risco aumentado para FL/P quando as criangas apresentavam variantes
aédlicas no gene MSX1.

Recentemente foi identificado associacéo entre FL/P NS e o gene CRISPLD2, o qual
tem forte expressdo no desenvolvimento do palato (CHIQUET et al., 2007). Pontos de
mutacbes nos genes candidatos FOXE1, GLI2, MSX2, XKI, SATB2 e SPRY2 parecem
contribuir com 6% das FLP NS (VIEIRA et al., 2005).

O gene PVRL1 e PVRL2 tém sido adicionados na lista de genes candidatos para FL/P.
Warrington et al., (2006) analisaram distintas populacdes (8 paises do Sul da América, lowa
EUA, Dinamarca, e Filipinas) com associacéo entre FO e marcadores do PVR principalmente
na populacdo do América do Sul e de lowa-EUA. Na populacdo da Venezuela, a mutacéo
W185X do gene PVRL1 indica um fator de risco para FL/P NS (SOZEN et al., 2001).

MutagOes no fator de regulagéo do interferon (RF6) causam uma forma comum de

fissura sindrémica, conhecida como Sindrome de Van der Woude (SVW) (KONDO et al.,
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2002). Pacientes com SVW tém FL/P com fistulas no |&bio inferior e em 25% dos casos falta
de dentes. Devido as suas caracterigticas fenotipicas, foi sugerido que o gene IRF6 como
sendo forte candidato a FLP NS. Em 2004, Zucchero et al., demonstraram que variante alélica
no gene IRF6, V274l, estd fortemente associada com FL/P NS em diversas populacdes.
Estudos posteriores confirmaram esta forte associagdo entre variantes genéticas no IRF6 e
risco para FL/P em outras populacoes (BLANTON et al., 2005; GHASSIBE et al., 2005;
SCAPOLI et al., 2005; SRICHOMTHONG et al., 2005; PARK et al., 2007; JUGESSUR et
al., 2008). Recentemente foi demonstrado que a variante V2741 esta em desequilibrio de
ligac8o com a variante rs642961 localizado a3’ do gene IRF6. O alelo A do rs642961, rompe
o sitio de ligacdo ao fator de transcricdo AP -2afa, que tem importante atividade nas

estruturas craniofaciais e de membros (RAHIMOQV et al. 2008).

2.6.2 Genesdarotado folato

Nos Ultimos anos, varios grupos de pesquisadores tém tentado localizar os genes
predisponentes as FO usando varias estratégias como estudos de ligacdo ou associacao.

Pesquisa realizada com 4 polimorfismos de genes relacionados com o metabolismo do
folato MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTHFD1 G1958A e TCN2 C776G) na populagéo
da Irlanda, identificou associacéo para FL/P e para FPI com MTHFD1 G1958A nos casos e
suas mées. MTHFR C677T foi encontrado como um fator de risco para FO (MILLS et al.,
2008).

Analisando os polimorfismos C677T no gene MTHFR, A2756G no gene MTR e A66G
no gene MTRR na amostra do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), os resultados
sugeriram que, alteracdes no metabolismo do folato relacionado com esses polimorfismos néo
estdo relacionados com FL/P nesta populacéo (BRANDALIZE et al., 2007). Na Alemanha,

uma pesquisarealizada por (REUTTER et al., 2008) com 181 pacientes com FL/P e seus pais,
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nao foi encontrada associacdo entre as FL/P e os polimorfismos do gene MTHFR. Estudos
anteriores mostravam evidéncia de que o aelo T do polimorfismo MTHFR C677T edtaria
envolvido no desenvolvimento das FO (GASPAR et al., 1999; MILLS et al., 1999;
MARTINELLI et al., 2001; PRESCOTT et al., 2002; VAN ROOIJ et al., 2003; PEZZETTI et
al., 2004). Surpreendentemente, Jugessur et al., (2003) acharam que criancas afetadas de
méaes portadoras do alelo T no C677T tinham um baixo risco para FL/P. Mas outros estudos
ndo conseguiram demonstrar associacdo entre o polimorfismo C677T e FL/P nem nos
pacientes e seus pais (SHAW et al., 1999; BLANTON et al., 2002; VIEIRA et al., 2005).

Na insercdo ¢.844ins68 do gene CBS, foi observado uma distorcdo significante na
transmissdo; quando uma crianca recebeu o alelo ¢.844ins68 da mée comparado com o pai,
observando um aumento do risco para FL/P, sugerindo o gene CBS como um gene candidato
paraFL/P (RUBINI et al., 2005).

Um outro estudo com 4 genes (TCN1, TCN2, MTR e MTRR) da rota metabdlica do
folato e FO NS sugeriu que o gene TCN2 esta envolvido na ocorréncia de FL/P. No
polimorfismo ¢.776C>G houve uma significante transmissdéo do alelo C nos afetados

(MARTINELLI et al., 2006).

2.7 FATORES AMBIENTAIS

Acredita-se que muitos fatores ambientais interagem com os fatores genéticos levando
aocorrénciade FO (WY SZYNSKI; BEATY, 1996). Varios estudos tém tentado identificar os
fatores ambiertais que interferem na ocorréncia de FL/P NS. Fatores como cigarro, acool e
determinados medicamentos como corticdides, anticonvulsivantes e benzodiazepinicos e

exposicdo a agentes quimicos estdo sendo estudados, mas ainda ha4 muitas controvérsias
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guanto aos resultados encontrados (DOLOVICH et al., 1998, PRADAT et al., 2003,

HERNANDEZ-DIAZ et al., 2007; SHI et al., 2007; DEROO et al., 2008).

2.7.1 Cigarro

O fumo durante a gestacdo pode levar a diversas complicagdes, como abortos
espontaneos, nascimentos de bebés com baixo peso e/ou prematuros, complicagdes durante o
parto, sangramentos, e ainda prejudicar o desenvolvimento adequado do feto (EVANS et al.,
1979). Globalmente, aproximadamente 12 milhdes de mulhereano fumam durante a
gravidez e parece que estd havendo um aumento neste nimero particularmente em paises em
desenvolvimento (KALLEN, 1997).

Uma associagéo entre o fumo materno e o aumento de risco para FO foi sugerido em
estudos realizados na década de 70 (ANDREWS; MCGARRY, 1972; KELSEY et al., 1978;
ERICSON et al., 1979). Uma meta-andlise realizada por Wyszynski; et al., (1997)
encontraram associacdo significativa entre fumo materno durante os trés primeiros meses de
gestacdo e aumento de risco para FL/P ou FPI. Outra meta-andlise, agora realizada por Little
et al., (2004) também encontraram associagdo significativa quando compararam fumo
materno e nascimento de crian¢as com FL/P e FPI.

Shi et al., (2007) analisaram 25 polimorfismos de um anico nucleotideo (SNPs) em 16
genes da rota metabdlica de detoxificacdo com o objetivo de procurar evidéncias na interacéo
do fumo com FO e foi concluido que o fumo materno é um significante fator de risco para
FO. Van Den Boogaard et al., (2008) encontraram na populacdo holandesa que o fumo
periconcepcional tanto nas nées quanto nos pais com um dos 4 aelos homozigotos para a
repeticdo CA no gene MSX1 levam a um aumento da ocorréncia de FO. O efeito da interacéo

entre fumo e o gene MSX1 pode ser devido a interacdo com 0s genes envolvidos na
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detoxificacdo da rota metabdlica do cigarro. Estudos sugerem interacéo entre 0 MSX1 com

CYP1R1, GSTM1, HIF1A e SULT1A1 (SHI et al., 2007).

2.7.2 Alcool

O dcool é um teratbgeno humano que produz diferentes efeitos dependendo do tempo
de exposicdo e da quantidade consumida (SOKOL et al., 2003). Evidéncias sugerem
associacao do acool durante a gestagdo e FO (MUNGER et al., 1996).

Varios estudos relacionaram alto consumo de écool durante a gestagdo nas mulheres
gue tiveram filhos com FL/P (WERLER et al., 1991; MUNGER et al., 1996; ROMITTI et al.,
1999; LORENTE et al., 2000). Recentemente, Deroo et al., (2008) analisaram arelacdo entre
consumo de dcool materno e criangas com FL/P nascidas na Noruega entre 1996 e 2001.
Este estudo com 573 participantes e 763 controles identificou um aumento de risco para FO
nas mulheres que tomaram 5 ou mais aperitivos durante o primeiro trimestre de gestacéo
guando comparado com mulheres que ndo consumiram acool. A evidéncia foi mais fraca

para 0 aumento de risco para FO quando a quantidade ingerida era menor.

2.7.3 M edicamentos

2.7.3.1 Corticoides

Os corticdides sdo usados para tratar asma, I0pus e doencas reumatoldgicas, mas
estudos sugerem que O usO durante a gestagdo pode estar associado com FL/P
(CARMICHAEL; SHAW, 1999). Trés estudos sugeriram a associacdo do uso de corticoides

na gestagdo e FO (ROBERT et al., 1994; CZEIZEL, ROCKENBAUER, 1997,
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RODRIGUEZ-PINILLA; MARTINEZ-FRIAS, 1998). Carmichael; Shaw (1999) analisaram a
associagao do uso de corticoides em mulheres gravidas durante o periodo preconcepcional até
0s 3 primeiros meses de gestacdo e demonstraram que o uso de corticoides esta associado
como fator de risco aumentado para 0 nascimento de crian¢as com FL/P e FPI. Pradat et al.,
(2003) testaram a associacdo dos corticoides e FO usando um banco de dados de criangas com
anomalias congénitas com histéria de exposicdo a medicamentos no primeiro trimestre de

gestacdo e observaram associacdo entre a exposi¢cao com corticoides e a ocorrénciade FL/P.

2.7.3.2 Anticonvulsivantes

Estudos tém demonstrado um aumento de risco teratogénico para 0 uso de
anticonvulsivantes em mulheres gravidas (MEADOR, 2008). Somente nos EUA, 45.000
criancas sG0 expostas a0 uso de agum tipo de medicamento antiepilético na gestacdo
(MOTAMEDI; MEADOR, 2006).

Mulheres epiléticas apresentam um risco aumentado de ter uma crianca com FO
(DRONAMRAJU, 1970, SPEIDEL; MEADOW, 1972; MONSON e al., 1973
NISWANDER; WERTELECKI, 1973; FRIIS, 1979; HECHT e al.,, 1989;
ABRISHAMCHIAN et al., 1994). Ainda ndo esta claro se a epilepsia, ou a droga usada para
tratar a epilepsia, ou um efeito genético entre epilepsia e FO que aumenta a prevaléncia de FO
nas criancas de maes epiléticas. O que se sabe, é que os anticonvulsivantes, 0s quais sao
antagonistas do acido fdlico, reduzindo o folato no plasma podem afetar o desenvolvimento
do feto, resultando em malformagbes congénitas, geralmente FO (SCHWANINGER et al.,
1999).

Estudo realizado em 2001 encontrou malformacdes maiores em 4,5% de criancas
expostas a monoterapia de antiepiléticos e 8,6% quando as criancas eram expostas com

politerapia com anti-epiléticos. Entre as malformagdes mais comumente encontradas, estavam
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as FL/P (HOLMES et al., 2001). Um estudo Norte Americano identificou um aumento do
risco para FL/P com carbamazepina na gestacdo (HERNANDEZ-DIAZ et al., 2007).
Recentemente, uma meta-analise também encontrou um risco de malformagdes maiores nas
criancas expostas intra-Utero a anticonvulsivantes, principalmente associacdo com O

valproato (MEADOR et al., 2008).

2.7.3.3 Benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos estéo entre as drogas mais prescritas no mundo, sdo geralmente
usados para ansiedade, insnia e epilepsia. Bergman et al., (1992) encontraram que 2% das
mulheres gravidas nos EUA tiveram uma ou mais prescricdes de benzodiazepinicos durante a
gravidez. Como metade das gravidezes nos EUA ndo sdo plangadas, muitos fetos séo
expostos a estes medicamentos (SKRABANCK, 1992).

Czeizel (1987) investigou possivel efeito teratogénico e uso de benzodiazepinicos na
Hungria e ndo foi encontrado aumento de risco para FO entre as mulheres que foram expostas
a benzodiazepinicos durante a gravidez.

Dolovichet al., (1998) redlizaram uma meta-analise para determinar se a exposi¢éo de
benzodiazepinicos durante o primeiro trimestre de gestacdo aumentava o risco para FL/P e
nos estudos de coorte ndo houve associagdo entre 0 uso dos benzodiazepinicos e FO, mas nos

estudos de caso-controle foi demonstrado um ligeiro aumento de risco para FO.

2.7.4 EXposi¢ao a agentes quimicos

Estudostém examinado a relagdo entre exposi¢do de solventes organicos e pesticidas e
ocorréncia de FO. Cordier et al., (1992) em um estudo de caso-controle realizado na Franca,
envolvendo 15 maternidades, demonstraram um aumento significativo para FO quando a

gestante foi exposta a solventes. Laumonet al., (1996) analisaram casos de criancas com FL/P
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também na populacdo francesa e descobriram um risco aumentado nas gravidas que foram
expostas a solucdes aliféticas halogenadas. Chevrier et al., (2006) demonstraram que as FO
estdo associadas a exposi¢do de oxigenados incluindo ésteres, cetonas e adeidos, clorinatados

e petroleo.
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3JUSTIFICATIVA

Os folatos participam de processos biol6gicos importantes e £m sido sugerido que
polimorfismos nos genes da rota metabdlica do écido félico contribuem para a ocorréncia das
FL/P NS.

Os conhecimentos sobre os polimorfismos que podem influenciar na ocorréncia das
FL/P poderiam agudar a identificar individuos em risco para FO e contribuir para a

intervencdo e diminuic¢ao da recorréncia das FO em nossa popul agéo.
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4 OBJETIVOS

4.1. GERAL

4.1.1 Estudar fatores genéticos e bioquimicos relacionados com a ocorréncia de fissuras

de labio e/ou palato ndo sindrémicas.

4.2. ESPECIFICOS

4.2.1 Estudar fatores bioquimicos em mulheres com FL/P NS ou que tenham filhos com
FL/P NS.

4.2.2 Estudar a associacdo dos fatores bioguimicos com polimorfismos em genes da rota
do folato em mulheres com FL/P NS ou que tenham filhos com FL/P NS.

4.2.3 Analisar polimorfismos em genes da rota do folato em familias com FL/P NS.

4.2.4 Estudar a interagdo entre os genes da rota metabdlica do folato em familias com

ocorrénciade FL/P NS.
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5SMETODOLOGIA

5.1 Ddineamento

O estudo foi delineado como estudo caso-controle.

5.2 Populacgédo do Estudo

Os sujeitos foram recrutados do ambulatério de Anomalias Craniofaciais do HCPA, de
acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo. Depois de explicado o estudo para o0s
pacientes, se eles aceitassem participar, era lido o termo de consentimento livro e esclarecido
(TCLE), assinado e fornecido uma copia ao paciente. Todos 0s pacientes que entraram no
estudo assinaram TCLE.

A amostra consistiu de 140 mulheres (113 ndo afetadas, mas com filhos com FL/P e
27 afetadas com FL/P), que tinham entre 16 e 40 anos de idade. Essas 140 mulheres também
fazem parte de um outro projeto de pesquisa “Programa de Prevencéo de Fissuras Orais’, o
gua é um estudo duplo cego randomizado, multicéntrico, onde as pacientes fazem
suplementacdo de acido félico nas doses de 0.4mg ou 4.0mg com o objetivo de estudar a
reducéo da recorréncia de FONS em pacientes de alto risco. Todas as mulheres realizaram
dosagens bioquimicas (vitamina B12, folato sérico e eritrocitario, homocisteina, hematocrito e
hemoglobina). Amostras de DNA destas mulheres, seus pais ou filhos e maridos foram
utilizadas para genotipagem. Trios adicionais também foram recrutados. O total de 428

individuosde 231 familias participaram do esudo.
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5.3 Critériosde Inclusido

Paciente com FL/P NS atendidos nro Ambulatério de Craniofacial ou do Ambulatério

de Genética do HCPA.

5.4 Critérios de Exclusdo

Foram excluidos aqueles pacientes com FL/P sindrdmica. Também foram excluidos os

pacientes que ndo desgjaram participar do estudo.

5.5 Andlise Bioquimica

Amostras de sangue foram coletadas de todas as mulheres, sem jgjum, e vitamina B12,
folato sérico e eritrocitério foram anaizados pelo Elecsys 2010 (Roche); homocisteina foi
analisada usando o método de HPLC (High Performance liquid chromatography) e o
hematocrito e hemoglobina foram analisados usando o método de absorbancia da luz/
impedancia/citometria de fluxo através do equipamento PENTRA 120DX. Todas essas
dosagens bram realizadas no Laboratério de Bioguimica do HCPA, exceto a dosagem de
homocisteina que foi realizada no Laboratério de Andlise de Metabdlitos do Servico de

GenéticaMédicado HCPA.

5.6 Andlise de Gendtipos

DNA foi extraido usando o método de Puregene® (ANEXO 1). A genotipagem foi
realizada, na University of lowa-EUA. Foi usado o método TagMan SNP Genotyping Assays

no aparelho ABI Prism 7900HT e analisado com o programa SDS 2.3 software (Applied
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Biosystem). 28 SNPs em 14 genes (Tabela 1) que fazem parte da rota metabdlica do &acido
folico foram escolhidos de acordo com sua significancia funcional, dados da literatura e de
acordo com a freqiéncia do aelo menos frequente nas populagdes caucasdides usando
HapMap (www.hapmap.org). Para verificar a inser¢éo ¢.844ins68 no gene CBS foi utilizado
amplificacéo por PCR seguido de identificacgo do tamanho do fragmento em gel de agarose a

2% (MORRISON et al., 1998).
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Tabela 1l — Genes e SNPs investigados

BHMT | Betaina-homocisteina metiltransferase 5014.1 3733890

651852

506500

7700970

CBS Cistationina 3 sintase 210922.3 1789953

844ins68

DHFR Dihidrofol ato reduase 5q14.1 1643638

1643665

FOLR1 | Receptor defolato 1 11g13.4 2071010

FOLR2 | Receptor defolato 2 11g13.4 514933
GART | fosforibosilglicinamida formiltransferase, | 21g22.11 8788

fosforibosilglicinamida Sintetase,

fosforibosilaminoimidazol e sintetase

MTHFD1 | Metilenotetrahidrofolato desidrogenase 1, 14g23.2 2236225
1950902

meteniltetrahidrofolato ciclohidrolase,

formiltetrahidrofol ato sintetase

MTHFR | 510 metileno-tetrahidrofolato redutase 1p.36.22 1801131
1801133
MTR 5-metiltetrahi drofol ato-homoci steina metiltransferase 1943 1805087
10925235
MTRR | 5-metiletetrahidrof ol ato-homocisteina metiltransferase 5p15.31 1801394
8659
NNMT | nicotinamida N- metiltransferase 11g23.2 694539
2155806
2852447
2301128
NOS3 Oxido nitrico sintase 3 7036.1 1799983
SHMT1 | Serina hidroximetiltransferase 1 17p11.2 921986
2168781

TCN2 | Transcobalamina 2; anemia macrocitica 22q12.2 1801198




5.7 TagMan

O aparelho usado nesta técnica € o ABI Prism 7900HT e o processo € a discriminagdo
alélica usando sondas (Figura 6), no qual duas variantes de DNA s&0 detectadas na amostra
preparada. Durante a reacdo em cadela de polimerase a sonda fluorogénica se anela
especificamente na seqiiéncia complementar. Durante a extensdo, a polimerase de DNA
AmpliTag Gold® cliva a sonda hibridizada emparelhando as seqiiéncias de aelos presentes
em cada amostra. A clivagem de cada sonda igualada € separada por cor (azul, vermelho, ou
verde). Apos, utilizando o SDS software para determinar o alelo contido em cada amostra na

placa é lida a fluorescéncia gerada durante a amplificagdo de PCR.

Um substancial aumento em... Indica...

Somente fluorescéncia VIC ' Homozigose para o aelo X

Somente fluorescéncia FAM " | Homozigose parao alelo Y

Ambos sinais fluorescentes Heterozigose

Entdo, no momento da leitura da placa (Figura 7), as amostras que ficarem no eixo Y
vao ser os DNA homozigotos Y (FAM) e vao aparecer em cor azul, as que ficarem no eixo X
vao ser os homozigotos X (VIC) e vao aparecer em cor vermelha e as amostras que ficarem
no centro da placa vao ser os heterozigotos (quando apresentarem um aelo VIC e um FAM) e

Vao aparecer em cor verde,
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5.8 Andlise Estatistica

Para a andlise das dosagens bioquimicas foi utilizado Teste T de Student tanto no
grupo de mulheres afetadas quanto no grupo de mulheres ndo afetadas. Para as medidas
bioquimicas versus gendtipo foi usado ANOVA no programa SAS v.9.1.3. Teste de
desequilibrio de transmissdo (TDT) para associacéo alélica, genotipica e haplotipica com
fissuras e cada uma das medidas bioguimicas foi usado o software FBAT v.1.7.3. e para a
andlise de hapldtipos foi usado o HBAT v.1.7.3. A interacdo gene-gene foi analisada quando
0 escore Z foi informativo para a associacéo usando TDT. Parata foi usada a Correlagéo de

Spearman.

6 CONSIDERACOESETICAS

6.1 Autorizacdo para pesguisa

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do HCPA pelo protocolo n°

05-604.

6.2 Termo de Consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Foi fornecido aos participantes do estudo o TCLE com dados sobre a pesguisa.
Quando houve concordancia em participar, foi solicitada a assinatura do participante

(ANEXO).
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ABSTRACT

Non-syndromic cleft lip with or without cleft palate (CL/P) is one of the most common
birth defects with multiple genetic and environmental components, including ethnic,
geographic and socioeconomic factors. Studies have indicated that folic acid supplementation
may provide protection for CL/P, suggesting that abnormalities in the folate pathway may
play arolein clefts. We test this hypothesis analyzing 28 SNPs in 14 folate pathway genes, in
Brazilian samples consisting 428 subjects of 231 unrelated families. In 140 women (113
unaffected, 27 affected with CL/P) we have collected folate-related biochemical measures
(vitamin B12, homocysteine, serum folate, red blood cell folate (RBC), hematocrit and
hemoglobin). The two observed NNMT SNP rs2852447 genotypes (AA and AG) showed
significant differences in the means of the vitamin B12 for the 16 genotyped mothers with
clefts (ANOVA p=0.01) but not in the three observed genotypes for the 113 genotyped
control mothers (ANOVA p=0.77) nor in the three observed genotypes in the overall 103
genotyped mothers. The means of all the biochemical measures did not differ by cleft status
of the mothers (all t-test p>0.094). In chi-square tests of genotypes, the A alele of
MTHFD1rs1950902 (p=0.01) and the C/C genotype of CBSrs1789953 (p=0.01) were
associated with clefted mothers. The TDT association tests on the trio family data revealed
significant associations between clefting and: 1) The C aleles of MTRRrs1532268 (p=0.04),
NNMTrs694539 (p=0.004) and BHMTRS651852 (p=0.05); 2) the C/C genotypes of
MTRRrs1532268 (p=0.02) and NNMTrs694539 (p=0.001) and 3) the haplotypes for the 4
SNPs in the BHMT gene (p=0.06) and the NNMT gene (p=0.03). The TDT association tests
also reveded significant associations between many of the biochemical markers and the
BHMT, NNMT genes. The gene-gene interaction in each of these 3 SNPs with all the other

SNPs was significant for MTRR rs1532268 versus 2 other SNPS within the gene (rs10925235,
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p=0.03 and rs1801394, p=0.003). The analysis indicates that the NNMT gene may be involved
with both clefting and vitamin B12 and that both the MTRR and BHMT genes are involved
with clefting. Further investigation with a larger sample will further illuminate these potential

gene-environment interactionwith orofacial clefting.



51

INTRODUCTION

Non syndromic oral clefts are one of the most common birth defects (TOLAVORA,;
CERVENKA, 1998). These non syndromic clefts of the lip with or without the palate (CL/P)
have a well-documented ethnic and geographic distribution and a complex etiology, involving
genetic and environmental factors (JUGESSUR; MURRAY, 2005). Maternal nutritiona
deficiencies before or during pregnancy have long been suspected of playing a critical role in
clefting. For instance, poor folic acid consumption has been associated with a high risk for
clefting (MUNGER, 2002; FINNELL et al., 2004).

It iswell established that adequate maternal folate intake decreases both the recurrence
and first occurrence of neura tube defects (NTD) (MRC Vitamin Study Research Group,
1991; CZEIZEL; DUDAS, 1992; BERRY et al., 1999). Mouse modd studies suggested a
similar protective effect of folic acid for clefting in cleft susceptible strains or under
teratogenic effects (PAROS; BECK, 1999; REYNOLDS et al., 2003). Folate supplementation
also reconstituted the phenotype of transgenic mice for knockouts of homeobox genes,
supporting its important role in developmental processes (KAPPEN, 2005). Inthe human
populations several retrospectives observational studies have shown atrend of prevention for
clefting with folic acid (SHAW et al., 1995; ITIKALA et al., 2001; LOFFREDO et al., 2001).
This was supported by a meta-analysis that showed a protective effect of folic acid-containing
supplement intake during pregnancy on the risk for oral clefts(BADOVINAC et al., 2007). A
recent study conducted in Norway demonstrated that folic acid can lead to a reduction of
about athird in cleft lip and/or palate (CLP) but not in cleft paate only (CPO) (WILCOX et
al., 2007). The mechanisms for action for folic acid in the prevention of birth defects is still

unclear, however genes involved in the folate pathway are good candidates for mediating such
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joint effects of genes and environment either by a primary affect on folate levels or by

secondary effects on other biochemical components in the folate pathway.

The diet is the primary source of folic acid, which is converted to tetrahydrofolate
(THF) by the enzyme dihydrofolate reductase (DHFR). THF is converted to 5,10-
methylenetetrahydrofolate (5,10-methyleneTHF) and finally to 5- methyltetrahyrofolate by the
action of the enzyme 5,10- methylenetetrahydrofolate reductase MTHFR). 5,10-methylene
THF acts as a methyl donor in the reaction of homocysteine (Hcy) to methionine by the
enzyme methionine synthase reductase MTRR). This process leads to the synthesis of the
methyl donor S-adenosylmethionine (SAM) driven by the enzymes methionine syntase MTR)
and betaine homocysteine methyltransferase (BHMT). MTR transfers a methyl group from 5
methytetrahydrofolate to homocysteine, forming methionine, requiring vitamin B12 as a co-

factor (ESKES, 1997).

One of the most important biochemical markers indicating that there is abnormal
functioning of the folate pathway is an elevated level of Hcy in the blood (or
hyperhomocysteinemia). Hyperhomocysteinemia has been implicated in several disorders,
including cardiovascular disease, cancer, osteoporosis, Alzheimer’s disease and birth defects
such as NTD, clefting and Down syndrome Homocysteine Studies Collaboration, 2002;
MORRIS, 2003; VAN ROOIJ et al., 2003; FELIX et al., 2004; JAMES 2004; McLEAN et
al., 2004). Hyperhomocysteinemia can occur due to low folate or vitamin B12 intake or can
result from an abnormal functioning of the enzymes described above. Several alelic variants
in genes that code for these enzymes have been described that result in

hyperhomocysteinemia.

One common variant contributing to hyperhomocystenemia is the 677C>T at the
MTHFR gene that leads to instability of the enzyme at high temperature. This variant had

been implicated in several birth defects but the studies on orofacia clefting are conflicting
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(GASPAR et al., 1999; BLANTON et al., 2002; JUGESSUR et al., 2003; VAN ROOIJ et al.,
2003; PEZZETTI et al., 2005; VIEIRA et al., 2005). The 677C>T variant interacts with
smoking, increasing the level of Hcy. It has been suggested that this is the consequence of
mild intracellular folate deficiency caused by smokingrelated reduction of NOS3 activity
(BROWN et al., 2004). Other variants in the genes in the same pathway such as MTRR,
BHMT and CBS have had reports of increased risks for orofacial clefts (RUBINI et al., 2005;
ZHU et al.,, 2005). Recently, a genome wide scan identified nicotinamide N-
Methyltransferase gene (NNMT) as highly associated with Hey levels (SOUTO et al.,2005).
This enzyme is involved in the synthesis of SAH. The transport of folate from the circulation
to the cells and folate receptors had also been studied as risk factor for orofacia clefts
(SCAPOLI et al., 2005; VIEIRA et al., 2005). The aim of the present study was to investigate
the biochemical effect and the role of severa variants in 14 genes responsible for absorption

and metabolic homocysteine-folic acid pathway in non-syndromic oral clefts.

METHODS

Subjects. We obtained written informed consent from all participants in compliance with
Ethics Committee of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). The initial sample
consisted of 140 women (113 unaffected mothers of clefting children and 27 affected cleft
women) that are participating in a double-blind randomized clinical tria to evaluate the effect
of folic acid in the recurrence of CL/P. All participants had biochemical measurements at
baseline, i.e., before supplementation with folic acid pills. We extracted DNA from a blood
sample in each women and their relatives @ffected children and spouses or parents if the
woman had a cleft) using Puregene according to manufacturer’s instructions Of the 140 case-

control women, 126 were successfully genotyped for at least one of the 28 SNPs, but 95



women were successfully genotyped for at least 25 of the 28 SNPs. In order to increase our
sample size, we obtained DNA fromadditional cleft case/parent triads were not participantsin
the prevention study. The total sample included for genotyping analysis was 428 individuals
from 231 unrelated families from Hospital de Clinicas de Porto Alegre. All affected cases
were nonsyndromic cleft lip and/or palate as determined from clinic records of by exam

(TMF). All known or unknown syndromes were excluded as well as cleft palate only.

Biochemical analysis. Blood samples were collected without fasting for vitamin B12, serum
folate and red blood cell folate (RBC) and analyzed using the Elecsys 2010 (Roche).
Homocysteine was andyzed using HPLC (High Performance liquid chromatography)
according to Streck et al. (2002) and hematocrit and hemoglobin were performed by standard

procedures (Sysmex XE-2100D).

Genotyping analysis. Based on previous reports we selected 28 SNPs in 14 genes that play a
role in absorption and metabolism in the homocysteine-folic acid pathway. Genotyping was
carried out by TagMan SNP Genotyping Assays on ABI Prism 7900HT in accordance with
manufacturer’s instructions and analyzed with SDS 2.3 software (Applied Biosystems). The

CBS 844ins68 was studied using PCR (MORRISON et al., 1998).

Statistical analysis. The mean of biochemical measurements between the two case-control
women groups were analyzed using Student’s t test. Biochemical measurements were
analyzed according to the genotype using ANOVA for al case-control women as well as by
case-control status. Gene-gene interaction was evaluated using Spearman’s correlation . SAS

v.9.1.3 software was used for these analyses Transmission disequilibrium test (TDT) for
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alelic, genotypic and haplotype association with clefting and each of the biochemical
measures were carried out using FBAT software (v.1.7.3). For the gene by gene analysis, each
informative peds Z score was obtained from the cleft association TDT analysis and used in the

correlation analysis.

RESULTS

Comparison of al the biochemical data (vitamin B12, serum folate, rbc folate,
homocysteine, hemoglobin and hematocrit) between the 27 affected case and 113 control

unaffected women did not show significant difference (students t-tests p>0.094).

The NNMT rs2852447 genotypic specific means of vitamin B12 differed significantly
in the case group (ANOVA p= 0.01, n=16). Within the case women with genotyping and B12
vitamin measurement, the AA genotype's B12 mean was 497.31 pg/ml while the AG
genotype's B12 mean was 326.06 pg/ml. The NNMT rs2852447 three genotypic specific
means of vitamin B12 did not differ significantly in either the control group (ANOVA p=
0.77, N=87) nor in the overall case-control group (ANOVA p=0.96, N=103). Also the NNMT
rs2852447 genotypic specific means of homocysteine differed with borderline significance in
the case group (ANOVA p=0.05, n=16). Within the case women with gemtyping and
homocysteine measurement, the AG genotype’'s homocysteine mean was 8.28 umol/l while
the AA genotype's homocysteine mean was 4.42 pmol/l. The NNMT rs2852447 three
genotypic specific means of homocysteine did not differ significantly in either the control
group (ANOVA p= 0.37, n=87) nor in the overal case-control group (ANOVA p=0.13,

n=103). All other genotypic specific means of biochemical measures were not significant (All
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ANOVA p> 0.06). Table 1 shows the results, for only the case women, of the genotypic

specific biochemical means analysis of variance.

Analysis of case-control differences in the occurrence of genotypes in each of the 28
SNIPs showed significant association with clefts in two genes. The A allele, whether as AA or
AG, in MTHFD1 rs1950902 is overrepresented in the case women (fisher’s exact p=0.02) and
in the CC genotype of CBS rs1789953 is overrepresented in the case women (Fisher’s exact

p=0.01). All other genotypic case-control analyses were not significant (p>0.05).

Table 2 reports the allelic TDT analysis of the family data and shows the association
between clefting and each of the SNPs. The gene, its chromosomal location and rs#, the
respective associated alele, with its frequency, and the p-value attained in this analysis are
recorded. The TDT of the family data revealed significant association between clefting in the
BHMT rs651852 (C allele, p=0.04), MTRRs1532268 (C allele, p=0.04) and NNMT rs694539
(C dlele, p=0.003). Figure 1: Graphicaly displays the results of a TDT analysis of the
association of the folate pathway SNPs/genes with clefting and each of the biochemical
measures. Vitamin B12 and the TCN2 gene were significantly associated (C allele, p=0.01).
FOLR2 rs514933 and SHMT1 rs921986 showed association with homocysteine (T alele,
p=0.04 and C allele, 0.03 respectively). FOLR2 rs514933 and SHMT1 rs2168781 showed
association with serum folate (C allele, p=0.05 and C alele, 0.04 respectively). The GART
rs8788 showed association with hematocrit (T allele, p=0.04). Overal, the best results were
with clefting and NNMT rs694539 and also with vitamin B12 and TCN2 rs1801198. Both of
these SNPs showed significant findings with one and only one biochemical phenotype. Only
FOLR2 rs414933 showed borderline significant results with the two phenotypes

homocysteine and serum folate.

Haplotype analysis was performed if two or more variants were genotyped. The results

showed significant transmission haplotypes in the BHMT gene (rs651852 rs7700970 rs506500
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rs3733890, globa p=0.06, haplotype C C C A with p=0.007, 12% frequency and 14
informative families) and the NNMT gene (rs694539 rs2301128 rs2155806 rs2852447, global
p=0.03, haplotype C A C A with p=0.01, 14% frequency and 14 families) All other haplotype
analyses were insignificant or were unable to be performed as there were too few informative

families(Table 3).

The gene-gene interaction analysis was performed comparing the 3 significant SNPs
(BHMT rs651852, MTRR rs1532268 and NNMT rs694539) and all the others SNPs. The
results showed significant between MTRR rs1532268 versus MTR rs10925235 (p=0.04)
MTRR rs1532268 versus MTRR rs1801394 (p=0.003), MTRR rs1532268 versus NNMT
rs2852447 (p=0.008); NNMT rs694539 versus SHMT1 rs921986 (p=<0.0001), BHMT gene

was not significant with all SNP genotyped.

DISCUSSION

Severa studies have attempted to associate folate metabolism genes with clefting with
conflicting results (BOYLES et al., 2008; CHEVRIER et al., 2007; JUGESSUR et al., 2003;
MITCHELL et al., 2003; MOSTOWSKA et al., 2006; Rubini et al., 2005; VAN ROOIJ et

al., 2003; ZHU et al., 2005).

In the present report, we carried out a biochemical and genetic study in oral clefts.
There was no statistical difference in the bhochemical data, including vitamin B12, serum
folate, rbc folate, homocysteine, hemoglobin and hematocrit, in the two women groups
(women born with CL/P and women who had a child with a cleft). The analysis of the

biochemical data and the variants in genes in the folate pathway in the two women groups
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showed that subjects presenting NNMT rs2852447 AA variant have higher vitamin B12 and

lower homocysteine. The AA variant is the mutant allele.

Van Rooij et al., (2003) showed that mothers of infants with orofacial clefts had lower
vitamin B12 when compared to control mothers. Previous studies showed homocysteine
concentrations significantly higher in CL/P when compared to controls suggesting that
maternal hyperhomocysteinemia may be a risk factor for nonsyndromic orofacial clefting

(WONG et al., 1999; BATHUM et al., 2007; LITTLE et al., 2008).

We aso found an association between the MTHFD1 rs1950902 A alele and CBS rs
1789953 CC genotype in affected women. Previous studies in Polish and Italian populations
did not show the involvement of the MTHFD1 gene in CLP (MOSTOWSKA et al., 2006;
PALMIERI et al., 2008). In our study, the only genes associated with orofacial clefts were
seen for BHMT, MTRR and NNMT genes (Table 2). BHMT rs651852 showed a weak
association with CLP in this study. A previous study suggested that variants of the BHMT2
gene contributed to a modest risk for orofacial clefts (ZHU et al., 2005). BHMT and BHMT2
genes are included in the same LD region according to Boyles et al., (2008). However, these

authors did not find any association between the BHMT genes and clefting.

A study by Martinelli et al., (2006) did not showed MTRR as risk factor for clefting.
However, in our study MTRR showed a weak association. A previous study conducted in this
population did not showed any association BRANDALIZE et al., 2007). The Brazilian
population is very admixed with Native South American, African and European origins
(ALVES-SILVA et al., 2000; Carvalho-Silva et al., 2001). These conflicting results could be
explained by selection of controls in the previous study. Case-parent trios as used in the

present study may diminish this confounding effect.

The NNMT gene was identified in a genome wide linkage scan for genes affecting

plasma homocysteine concentrations (SOUTO et al., 2005). Recently, a study conducted in
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California did not showed association of 11 SNPs of the NNMT gene in spina bifida (LU et
al.; 2008). Our study showed that an individual SNP rs694539 of NNMT gene was
significantly associated with clefting. Additional SNPs in the NNMT gene did not show
individual association with clefting however the haplotype analysis was significant. The
significantly over transmitted alele of the SNP rs694539 of NNMT gene observed in our
study was the most highly associated with Hcy plasma levels described by Souto et al.,
(2005), supporting the role of homocysteine- folate metabolism in clefting. This was the first
study of NNMT gene in clefting and additiona studies are important to confirm these resullts.
Confounders in our study include the small sample size available for affected mothers, the
long time between the birth of the child with the cleft (or the mothers birth) and determination
of biochemical measures and a lack of nutritional data to make additional covariate analysis
possible. Many of the borderline significant values are not significant under conservative
(Bonferroni) corrections but we viewed this study as both hypothesis confirming and

hypothesis generating.

This study supports arole of folate metabolism genes in clefting supports arole for the
NNMT gene and its correlation with homocysteine and vitamin B12. Further studies in
clefting and biochemical interaction are necessary to confirm this trend. The knowledge of
factors related to clefting might help to identify high risk women and allow a preventive

policy that could include personalized dosing schedules.
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Tablel. Analysis of Variance (ANOVA) the biochemical measurements and SNP genotypes.

Gene NUumerors Vitamina  HCY Folato RBC Hematocrito  Hemoglobina
B12 nosoro  Folato
vadorP  vaorP vaorP vaorP vaor P vaor P
BHMT 3733890 0.1088 0.0983 02842  0.4987 0.3348 0.3933
651852 0.7377 09950 08321 04231 0.4337 0.7261
506500 0.4384 09575 08174  0.4359 0.1557 0.5312
7700970 0.5180 02411 08430 0.9729 0.1814 0.4513
CBS 1789953 0.5020 09233 07818  0.6690 0.9420 0.9253
844ins68 0.9666 08353 08179  0.9539 0.9149 0.6997
DHFR 1643638 0.8968 08911 08868  0.9508 0.7868 0.6225
1643665 0.7030 02920 09270 0.7395 0.8233 0.7069
FOLR1' N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

FOLR2 514933 0.3316 05710 04587  0.9392 0.6382 0.2535
GART 8788 0.8314 0.0955 0.2621 0.7257 0.366 0.2264
MTHFD1 2236225 0.8534 09896 01540 0.3601 0.7173 0.4307
1950902 0.8392 08662 04212  0.5740 0.1465 0.2746
MTHFR 1801131 0.0635 0.8315 07625  0.7015 0.2124 0.1203
1801133 0.8427 04670 02316  0.7050 0.7957 0.5770
MTR 1805087 0.5160 08079 06298  0.5163 0.6204 0.7639
10925235 0.2834 07384 01255  0.7681 0.1697 0.4496
MTRR 1801394 0.8886 09271 08492  0.1309 0.5524 0.6781
1532268 0.7644 02839 09697 0.6576 0.4726 0.4138
8659 0.1159 05848 06174 04774 0.7523 0.5008
NNMT 694539 0.8570 0.0955 04672 04743 0.5249 0.4079
2155806 0.7701 09660 04874  0.2974 0.1513 0.2099
2852447 0.0122 00528 06916  0.6779 0.3552 0.2265
2301128 0.3810 08301 01940  0.2893 0.0588 0.1970
NOS3 1799983 0.4276 09065 01525  0.5369 0.2173 0.4195
SHMT1 921986 0.1393 05108 08492  0.2288 0.1149 0.1102
2168781 0.4592 08089 05440 0.8062 0.3132 0.2695
TCN2 1801198 0.0839 02892 03359 0.3578 0.3616 0.5723

1 N/A: Todas mulheres caso sd0 GG para este SNP. ANOVA ndo pode ser realizada.



Table 2. Genotyping of folate pathway genes and TDT resultson the family data

Chrom Gene SNPrs#  Basepair Allele Allele p-value
Position Frequency Cleft
1p36.3 MTHFR  rs1801131 11777062 C 0.26 0.24
rs1801133 11778964 T 0.68 0.22
1943 MTR rs10925235 235029397 C 0.65 0.77
rsl805087 235115122 A 0.82 0.64

5p15.31 MTRR rs1801394 7923972 A 0.58 1

rs1532268 7931178 C 0.70 0.04
rs8659 7953832 A 0.55 0.66
5913 DHFR rsle43665 79946598 A 0.66 0.45
rsl643638 79966011 C 0.67 0.24
5q14.1 BHMT rs651852 78444815 C 0.57 0.05
rs7/700970 78447079 C 0.72 0.25
rs506500 78450092 C 0.73 0.72
rs3733890 78457714 G 0.71 0.09
7036.1 NOS3 rs1799983 150327043 G 0.71 0.70
11913 FOLR1 rs2071010 71578611 G 0.93 N/A
11913 FOLR2 rs514933 71607854 T 0.59 0.19



11023 NNMT

14024  MTHFD1
17pll2  SHMTL
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0.004

0.20

0.30
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0.45

0.49
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*N/A: number of informative families not suitable for analysis
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Table 3. Haplotypes anaysis Folate Pathway Genes and clefting.the BHMT (rs651852,
rs7700970, rs506500 rs3733890) gene and NNMT (rs694539, rs2301128, rs2155806,

rs2852447) gene. The SNP sequences for both genes are shown Ieft to right.

Gene Haplotype Frequency | Informative Families | p-vaue"
BHMT TCCG 0.36 19 0.09
CCCA 0.12 14 0.008+
CCTG 0.12 7 N/A
TCCA 0.07 3 N/A
CTCA 0.07 10 0.53
8 other haplotype | <0.07 Max of 8 N/A
Overall p value 0.06
NNMT CGCA 0.44 28 0.79
CGCG 0.14 17 0.78
CACA 0.14 14 0.01+
CGTG 0.12 12 0.97
TGCA 0.05 11 0.12
8 other haplotype | < 0.05 Max of 4 N/A
Overall p value 0.03

! significant p-values followed by “+” for positive association and “—* for negative

association. N/A insufficient number of informative families.
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RESUMO

Fissuras de I&bio com ou sem fissura de palato (FL/P) ndo sindrobmica (NS) sdo defeitos
congénitos mais comuns com varios componentes genéticos e ambientais, incluindo etnia,
fatores geograficos e socioecondmicos. Estudos tém sugerido que a suplementacdo de &cido
folico pode proporcionar protecéo nas FL/P, sugerindo que anormalidades na rota metabdlica
do folato podem desempenhar um papel nas fissuras. NOs testamos essa hipotese analisando
28 SN\Ps em 14 genes da rota metabdlica do folato, em uma amostra brasileira constituida por
428 sujeitos de 231 familias ndo relacionadas. Em 140 mulheres (113 ndo afetadas, mas com
filhos afetados e 27 mulheres com FL/P) nés coletamos sangue para dosagens bioguimicas
(vitamina B12, homocisteina, folato no soro e eritrocitos, hematécerito e hemoglobina). Os
dois gendtipos observados no gene NNMT SNP rs2852447 (AA e AG) mostraram diferenca
significativa nas médias da vitamina B12 nas 16 mulheres genotipadas com fissuras (ANOV A
p=0.01), mas ndo nos 3 gendtipos observados nas 113 mulheres controles genotipadas
(ANOVA p=0.77) nem nos 3 gendtipos observados nas 103 mulheres genotipadas. As médias
de todas as medidas bioguimicas ndo diferem nas méaes afetadas e ndo afetadas (todos testes t
p>0.094). No teste qui-quadrado de gendtipos, o alelo A do gene MTHFD1 rs1950902
(p=0.01) e gendtipo C/C do gene CBS rs1789953 (p=0.01) foram associados com mé&es com
fissuras. O teste de desequilibrio de associacdo (TDT) nos trios revelaram associagéo
significativa entre fissuras e 1) o alelo C do gene MTRR rs 1532268 (p=0.04), NNMT
rs694539 (p=0.004) e BHMT rs651852 (p=0.05); 2) o gendtipo C/C do gene MTRR rs1532268
(p=0.02) e NNMT rs694539 (p=0.0001) e 3) os haplotipos dos 4 SNPs no gene BHMT
(p=0.06) e 0 gene NNMT (p=0.03). O TDT mostrou associacdo significativa entre muitos dos
marcadores bioguimicos e os genes BHMT e NNMT. A interacdo gene-gene em cada um

desses 3 SNPs com todos os outros SNPs foram significantes para MTRR rs1532268 versus 2
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outros SNPs no mesmo gene (rs10925235, p=0.03 e rs1801394, p=0.003). As andlises
indicam que o gene NNMT pode estar envolvido com fissuras e vitamina B12 e ambos os
genes MTRR e BHMT estéo envolvidos com fissuras. Futuras investigagtes, com uma amostra

maior, poderdo auxiliar na elucidacéo desta potencial interacdo gene-ambiente e fissuras orais.
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INTRODUCAO

Fissuras orais (FO) n&o sindromicas (NS) s&0 um dos mais comuns defeitos de
nascimento (TOLAVORA; CERVENKA, 1998). As fissuras de |abio €/ou palato (FL/P) néo
sindrémicas tem uma distribuicdo étnica e geogréfica bem documentada apresentando uma
complexa etiologia com fatores genéticos e ambientais (JUGESSUR; MURRAY, 2005).
Tem se suspeitado que deficiéncia nutricional materna antes ou durante a gravidez participa
na etiologia das fissuras. Por exemplo, consumo pobre de &cido folico esta associado com um
aumento de risco para fissuras (MUNGER, 2002; FINNELL et al., 2004).

Est4 bem estabelecido que o consumo materno adequado de folato diminui ambos a
recorréncia e ocorréncia de defeitos de tubo neural (DTN) (MRC Vitamin Study Research
Group, 1991; CZEIZEL; DUDAS, 1992; BERRY et al., 1999). Estudos com ratos sugeriram
um efeito protetor similar do &cido folico para fissuras em cepas suscetiveis ou sob efeitos
teratogénicos (PAROS; BECK, 1999; REYNOLDS et al., 2003). A suplementacdo com
folato, também reconstituiu os fendtipos de camundongos transgénicos com knouckouts de
genes homeobox, fundamentando que o acido fdlico tem um papel importante nos processos
de desenvolvimento (KAPPEN, 2005). Na populacdo humana estudos retrospectivos
observacionais m mostrado uma tendéncia na prevencdo das fissuras com &cido félico
(SHAW et al., 1995; ITIKALA et al., 2001; LOFFREDO et al., 2001). Esses resultados
foram apoiados pela meta-andlise que mostrou um efeito protetor do acido félico contendo
suplementos durante a gravidez no risco para fissuras orais (BADOVINAC et al., 2007). Um
estudo recente realizado na Noruega demonstrou que o acido folico pode levar a reducéo nas
FL/P, mas ndo nas fissuras de palato isoladas (FPl) (WILCOX et al., 2007). Os mecanismos
de acdo do &cido fdlico na prevencdo dos defeitos congénitos ainda ndo estdo claros,

entretanto, genes envolvidos na rota do folato sGo bons candidatos para mediar os efeitos
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conjuntos genes-ambiente tanto por um defeito primério nos niveis de folato ou um efeito
secundério nos outros componentes da rota metabdlica do acido fdlico.

A dieta é a fonte priméria de &cido folico, o qual é convertido em tetrahidrofolato
(THF) pela enzima dihidrofolato redutase (DHFR. THF ¢é convertido a 5,10
metilenotetrahidrofolato (5,10 metileno THF) e finamente a 5- metiltetrahidrofolato pela acéo
da enzima 5,10- metilenotetrahidrofolato redutase MTHFR). 5,10-metileno THF age como
doador metil na reacdo da homacisteina (Hcy) para metionina pela enzima metionina sintase
redutase MTRR). Esses processos levam a sintese de doador metil S-adenosilmetionina
(SAM) dirigido pelas enzimas da metionina sintase (MTR) e betaina homocisteina
metiltransferase (BHMT). O MTR transfere um grupo metil 5-metiltetrahidrofolato para
homocisteina, formando metionina, requerendo como co-fator a vitamina B12 (ESKES,

1997).

Um dos marcadores bioguimicos mais importantes, indica que o funcionamento
anormal da rota metabdlica do écido félico é o elevado nivel de homocisteina (Hcy) no
sangue (ou hiperhomocisteinemia). A hyperhomocisteinemia (Hhcy) tem sido implicada em
diversas doencas, incluindo doencas cardiovasculares, cancer, osteoporose, doenca de
Alzheimer e defeitos congénitos como defeitos de tubo neural (DTN), fissuras e Sindrome de
Down (Homocysteine Studies Collaboration, 2002; MORRIS, 2003; VAN ROOIJ et al.,
2003; FELIX et al., 2004; JAMES 2004; McLEAN et al.,2004). A Hhcy pode ocorrer devido
a baixos niveis de folato ou consumo de vitamina B12, ou pode resultar do funcionamento
anormal das enzimas descritas acima. Muitas variantes alélicas nos genes que codificam estas

enzimas tém sido descritas como resultando em Hhcy.

Uma variante comum que contribui para a Hhcy é a 677C>T do gene MTHFR que
leva a instabilidade da enzima em altas temperaturas. Essa variante tem sido implicada em

muitos defeitos congénitos, mas os estudos com fissuras orais sdo conflitantes (GASPAR et
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al.,, 1999; BLANTON et al., 2002; JUGESSUR et al., 2003; VAN ROOIJ et al., 2003;
PEZZETTI et al., 2005; VIEIRA et al., 2005). A variante 677C>T interage com cigarro,
aumentando os niveis de Hcy. Tem sido sugerido que este aumento é a consequéncia da
deficiéncia moderada do folato intracelular causado pela reducéo do cigarro na atividade do
NOS3 (BROWN et al., 2004). Outras variantes nos genes da mesma rota como o0 MTRR,
BHMT e CBS tém sido reportado com aumento do risco para fissuras orais (RUBINI et al.,
2005; ZHU et al., 2005). Recentemente, uma triagem de todo genoma identificou o gene
nicotinamida N-Metiltransferase (NNMT) como atamente associado com niveis de Hcy
(SOUTO et al.,2005). Essa enzima esta envolvida na sintese do SAH. O transporte do folato
na circulacdo das células e os receptores de folato tem sido estudados como fatores de risco
para fissuras orais (SCAPOLI et al., 2005; VIEIRA et al., 2005). O objetivo do presente
estudo foi investigar os efeitos bioquimicos e a importancia das variantes nos 14 genes
responsaveis pela absor¢do e metabolismo da rota metabdlica do acido fdlico- homocisteina

nas FO NS.

METODOS

Sujeitos. NoOs obtivemos termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) de todos os
participantes de acordo com o Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA). A amostra inicial consistiu de 140 mulheres (113 mulheres néo afetadas, mas com
criancas afetadas e 27 mulheres afetadas com FL/P) que estdo participando de um estudo
duplo cego randomizado para avaiar os efeitos do acido folico na recorréncia das FL/P.
Todas as participantes tiveram medidas bioguimicas antes de iniciarem a suplementagdo com
acido folico. Nos extraimos DNA de amostras de sangue das mées, criancas afetadas e

maridos ou pais das mulheres que tinham fissuras, usando o método Puregene, de acordo com
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as instrucdes do fabricante. Para aumentar o tamanho de nossa amostra nés obtemos DNA de
sujeitos adicionais (mée/pai/crianca) que ndo haviam participado de estudos anteriores. A
amostra total no nosso estudo incluiu a andlise de 428 individuos de 231 familias ndo
relacionadas do HCPA. Todos os casos afetados com FL/P eram ndo sindrémicos, como
determinado por avadiacdo clinica (TMF). Todas as sindromes conhecidas ou desconhecidas

foram excluidas bem como fissura de palato isolada.

Andlise bioquimica. Amostras de sangue foram coletadas sem jgjum para vitamina B12 e
folato no soro e eritrécitos e foram analisados usando o Elecsys 2010 (Roche). A
homocisteina foi analisada usando HPLC (High Performance liquid chromatography) de
acordo com STRECK et al., 2002) e hematdcrito e hemoglobina foram realizados por

métodos usuais no aparelho Sysmex XE 2100D.

Andlise de gendtipos. Baseado em estudos prévios foram seleciorados 28 SNPs em 14 genes
gue S0 importantes na absor¢cdo e metabolismo da rota metabdlica do éacido-félico —
homocisteina. Os gendtipos foram realizados com TagMan SNP Genotyping Assays no ABI
Prism 7900HT de acordo com as instrucdes do fabricante e analisados com software SDS 2.3
(Applied Biosystems). A insercdo 844ins68 do gene CBS foi estudada usando PCR e gel de

agarose (MORRISON et al., 1998).

Andlise estatistica. As nédias das dosagens bioquimicas entre os dois grupos de mulheres
(afetadas e ndo afetadas) foram analisadas usando Test t de Student. As dosagens bioquimicas
foram analisadas de acordo com o gendtipo usando ANOVA para todas as mulheres. A

interacdo gene-gene foi avaliada usando Correlacéo de Spearman. O software SAS v.9.1.3 foi
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usado para as trés andises. O teste de desequilibrio de ligacdo (TDT) para alelos, gendtipos e
hapl 6tipos associados com fissuras e cada uma das dosagens bioguimicas foram analisadas
usando o software FBAT v.1.7.3. Para a andlise gene-gene, cada familia informativa foi
analisada pelo Escore Z e foi obtida a associacdo com fissuras pela andlise do TDT usado na

correlacdo da andlise.

RESULTADOS

Comparando todos os dados bioguimicos (vitamina B12, folato no soro e eritrécitos,
homocisteina, hemoglobina e hematdcrito) entre os 27 casos afetados e as 113 mulheres ndo

afetadas ndo houve diferenca significativa (Test t de student p>0.094).

Os gendtipos especificos para 0 NNMT rs2852447 apresentaram medias de vitamina
B12 diferente significantemente no grupo caso (ANOVA p= 0.01, n=16). No grupo de
mulheres casos genotipados e com dosagens de vitamina B12, a média de vitamina B12 dos
gendtipos AA foi 497.31 pg/mL enquanto a média de B12 nos gendtipos AG foi 326.06
pg/mL A média de vitamina B12 para os 3 gendtipos especificos do NNMT rs2852447 de
vitamina B12 ndo diferiu significantemente no grupo controle (ANOVA p= 0.77, N=87) ndo
totalmente no grupo caso controle (ANOVA p=0.96, N=103). Também as médias de
homocisteina nos gendtipos especificos do NNMT rs2852447 diferiram com significancia
limitrofe no grupo caso (ANOVA p=0.05, n=16). No grupo de mulheres casos com
genotipagem e medida de homocisteina a média de homocisteina foi 8.28 pumol/L para o
gendtipo AG e 4.42 pmol/L para o gendtipo AA. A média de homocisteina para os 3
gendtipos especificos do NNMT rs2852447 ndo diferiu significativamente no grupo controle

(ANOVA p= 0.37, n=87) nem no grupo total caso-controle (ANOVA p=0.13, n=103). Todos
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0s outros dados bioquimicos e gendtipos especificos ndo foram significantes (Todas ANOVA
p> 0.06). A Tabela 1 mostra estes resultados, para somente as mulheres casos com andlise de

variancia dos gendtipo especificos e média de vitamina B12.

As andlises de caso-controle diferem na ocorréncia de gendétipos em cada um dos 28
SN\Ps que mostraram associacdo significativa com fissuras nos dois genes. O aelo A, tanto
como AA ou AG, no MTHFD1 rs1950902 esta super representado nas mulheres caso (teste de
Fisher p=0.02) e no gendtipo CC do CBSrs1789953 esta super representado nas mulheres
caso (teste de Fisher p=0.01). Todos 0s outros gendtipos da andlise caso-controle néo foram

significativas (p>0.05).

A tabela 2 mostra a andlise do TDT nas familias e a associagdo entre fissuras e cada
um dos SNPs. O gene, localizacdo cromossdmica, nUmero rs, a respectiva associacdo dos
alelos com a fregiiéncia, e o valor p atingido nestas andlises estdo descritos. O TDT das
familias revelou associagdo significativa entre fissuras no gene BHMT rs651852 @elo C
p=0.04), MTRR rs1532268 (delo C, p=0.04) and NNMT rs694539 @elo C, p=0.003). Na
figura 1: O gréfico exibe os resultados da andlise do TDT para associacdo dos SNPs/genes da
rota metabdlica do folato com fissuras e cada medida bioguimica. A vitamina B12 e o gene
TCN2 foram significantemente associados (alelo C p=0.01). FOLR2 rs514933 and SHMT1
rs921986 mostraram associagdo com a homocisteina (alelo T, p=0.04 e aelo C, 0.03
respectivamente). FOLR2 rs514933 e SHMT1 rs2168781 mostraram associacdo com o folato
no soro (alelo C, p=0.05 e alelo C, 0.04 respectivamente). O GART rs8788 mostrou
associacdo com o hematdcrito (alelo T, p=0.04). Os melhores resultados foram com fissuras e
0 NNMT rs694539 e também com a vitamina B12 e o TCN2 rs1801198. Ambos SNPs
mostraram achados significativos com algum ou somente um fenétipo bioquimico. Somente
FOLR2 rs414933 mostrou resultados de significancia limitrofe em dois fenétipos,

homaocisteina e folato no soro.
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A andlise de hapldtipos foi realizada se duas ou mais variantes foram genotipadas. Os
resultados mostraram transmissdo de haplétipos no gene BHMT (rs651852, rs7700970
rs506500, rs3733890, global p=0.06, hapldtipo C C C A com p=0.007, 12% frequéncia e 14
familias informativas) e o gene NNMT (rs694539 rs2301128 rs2155806 rs2852447, global
p=0.03, hapldtipo C A C Acom p=0.01, 14% frequéncia e 14 familias). Todas as outras
andises de haplétipos foram insignificantes ou ndo foi possivel a realizagdo, pois haviam

poucas familias informativas (Tabela 3).

A andlise da interagdo gene-gene foi realizada comparando os 3 SNPs significativos
(BHMT rs651852, MTRR rs1532268 and NNMT rs694539) e todos os outros SNPs. Os
resultados mostraram significancia entre MTRR rs1532268 versus MTR rs10925235 (p=0.04)
MTRR rs1532268 versus MTRR rs1801394 (p=0.003), MTRR rs1532268 versus NNMT
rs2852447 (p=0.008); NNMT rs694539 versus SHMT1 rs921986 (p=<0.0001), BHMT néo foi

significativo com todos SNPs genotipados.

DISCUSSAO

Muitos estudos tém tentado associar genes do metabolismo do folato com fissuras e
apresentam resultados conflitantes (BOYLES et al.,, 2008; CHEVRIER et al., 2007,
JUGESSUR et al., 2003; MITCHELL et al., 2003; MOSTOWSKA et al., 2006; Rubini et al.,

2005; VAN ROOIJet al., 2003; ZHU et al., 2005).

No presente estudo nos realizamos um estudo genético e bioquimico em fissuras orais.
N&o ha diferenca estatistica nos dados bioquimicos, incluindo vitamina B12, folato no soro e
eritrécitos, homocisteina, hemoglobina e hematécrito, nos dois grupos de mulheres (mulheres

com FL/P e mulheres que tiveram filhos com fissuras). As andlises dos dados bioguimicos e
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as variantes nos genes da rota metabdlica do folato nos dois grupos de mulheres mostraram
gue os sujeitos que apresentavam NNMT rs2852447 AA tinham atos niveis de vitamina B12

e baixos niveis de homocisteina. A variante AA é o alelo mutante.

Van Roaij et al., (2003) mostraram que mulheres com filhos com FO tinham baixos
niveis de vitamina B12 quando comparado com as mulheres controles. Estudos prévios
mostraram concentracfes de homocisteina significativamente altas nas mulheres com filhos
com FL/P quando comparado com mulheres controles sugerindo que a hiperhomocisteinemia
materna pode ser um fator de risco para FO NS (WONG et al., 1999; BATHUM et al., 2007;

LITTLE et al.,2008).

NOs também achamos associacdo entre o MTHFD1 rs1950902 adelo A e CBS
rs1789953 CC nas mulheres afetadas. Estudos prévios na populacéo polonesa e italiana ndo
mostraram o envolvimento do gene MTHFD1 com FL/P (MOSTOWSKA et al., 2006;
PALMIERI et al., 2008). Em nosso estudo, os Unicos genes associados com fissuras que
foram vistos sdo: BHMT, MTRR e NNMT (Tabela 2). BHMT rs651552 mostrou fraca
associacdo com FL/P neste estudo. Estudo anterior sugeriu que variantes no gene BHMT2
contribuem para um modesto risco para FO (ZHU et al., 2005). Os genes BHMT e BHMT2
estéo incluidos na mesma regido de ligagdo, de acordo com Boyles et al., (2008). Entretanto,

esses autores ndo acharam nenhuma associagdo entre o gene BHMT e FO.

Um estudo realizado por Martinelli et al., (2006), réo mostrou o gene MTRR como
fator de risco para fissuras. Entretanto, em nosso estudo o gene MTRR mostrou fraca
associacdn. Um estudo prévio realizado nesta mesma populacdo ndo mostrou nenhuma
associacdo (BRANDALIZE et al., 2007). A populacdo brasileira € muito heterogénea com
nativos sul-americanos, africanos e europeus (ALVES-SILVA et al., 2000; Carvalho-Silva et

al., 2001). Esses resultados conflitantes podem ser explicados pela selecdo dos controles nos
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estudos anteriores. Estudo de trios (pai, mée e crianca) como feita no presente estudo pode

diminuir este efeito de confusao.

O gene NNMT foi identificado por triagem de todo o genoma como alterando as
concentracdes de homocisteina e plasma (SOUTO et al., 2005). Recentemente, um estudo
realizado na Califérnia ndo mostrou associacdo de 11 SNPs no gere NNMT para espinha
bifida (LU et al. 2008). Nosso estudo mostrou que o SNP individual rs694539 do gene
NNMT foi significativamente associado com fissuras. SNPs adicionais no gene NNMT néo
mostraram associagdo individual com fissuras, entretanto, a andlise de hapldtipos foi
significante. Uma super transmisséo significativa dos alelos do rs694539 do gene NNMT foi
observado em nosso estudo como altamente associado com niveis de hcy no plasma conforme
descrito by Souto et al., (2005), apoiando a regra do metabolismo da homocisteina — folato
nas fissuras. Esse foi o primeiro estudo relacionando o gene NNMT com fissuras e estudos

adicionais sdo importantes para confirmar esses resultados.

Como limitacdo do nosso estudo, podemos incluir o tamanho amostral pequeno no
grupo de mées afetadas, tempo entre 0 nascimento da crianga com fissuras (ou a mée) e a
determinacéo das dosagens bioquimicas e uma falta de dados nutricionais para fazer analise
de possiveis co-variantes. Muitos dos achados significativos limitrofes ndo sdo significantes
quando corrigidos de maneira mais conservativa (Bonferroni), mas nds entendemos este

estudo como ambos geracéo de hipotese e confirmacao de hipdtese.

Esse estudo reforca o papel dos genes do metabolismo do folato nas fissuras sugerindo
gue o gene NNMT apresenta correlacdo com os niveis de homocisteina e da vitamina B12.
Estudos futuros com fissuras e interacdo bioguimica s80 necessarios para confirmar essa
tendéncia. O conhecimento dos fatores relacionados com fissuras pode gjudar a identificar
mulheres de alto risco e permitir uma politica preventiva que podera incluir dosagens

personalizadas.
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Tabelal. Andlise de variancia (ANOV A) das dosagens bioguimicas e SNPs genotipados.

Gene Numerors Vitamina HCY Folato RBC Hematécrito Hemoglobina

B12 nosoro Folato

vaorP vaorP vaorP vaorP valor P vaor P
BHMT 3733890 0.1088 0.0983 0.2842 0.4987 0.3348 0.3933
651852 0.7377 09950 0.8321 0.4231 0.4337 0.7261
506500 04384 09575 0.8174 0.4359 0.1557 0.5312
7700970 05180 0.2411 0.8430 0.9729 0.1814 0.4513
CBS 1789953  0.5020 0.9233 0.7818 0.6690 0.9420 0.9253
844ins68  0.9666 0.8353 0.8179 0.9539 0.9149 0.6997
DHFR 1643638 0.8968 0.8911 0.8868 0.9508 0.7868 0.6225
1643665 0.7030 0.2920 0.9270 0.7395 0.8233 0.7069

FOLR1! N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
FOLR2 514933 03316 05710 0.4587 0.9392 0.6382 0.2535
GART 8788 0.8314 0.0955 0.2621 0.7257 0.366 0.2264
MTHFD1 2236225 0.8534 0.9896 0.1540 0.3601 0.7173 0.4307
1950902 0.8392 0.8662 0.4212 0.5740 0.1465 0.2746
MTHFR 1801131 0.0635 0.8315 0.7625 0.7015 0.2124 0.1203
1801133  0.8427 0.4670 0.2316 0.7050 0.7957 0.5770
MTR 1805087  0.5160 0.8079 0.6298 0.5163 0.6204 0.7639
10925235 0.2834 0.7384 0.1255 0.7681 0.1697 0.4496
MTRR 1801394  0.8886 0.9271 0.8492 0.1309 0.5524 0.6781
1532268  0.7644 0.2839 0.9697 0.6576 0.4726 0.4138
8659 0.1159 05848 0.6174 0.4774 0.7523 0.5008
NNMT 694539 0.8570  0.0955 0.4672 0.4743 0.5249 0.4079
2155806  0.7701  0.9660 0.4874 0.2974 0.1513 0.2099
2852447  0.0122 0.0528 0.6916 0.6779 0.3552 0.2265
2301128 0.3810 0.8301 0.1940 0.2893 0.0588 0.1970
NOS3 1799983  0.4276  0.9065 0.1525 0.5369 0.2173 0.4195
SHMTL 921986 0.1393 05108 0.8492 0.2288 0.1149 0.1102
2168781  0.4592 0.8089 0.5440 0.8062 0.3132 0.2695
TCN2 1801198  0.0839 0.2892 0.3359 0.3578 0.3616 0.5723

1 N/A: Todas mulheres caso s# GG para este SNP. ANOVA ndo pode ser realizada
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Chrom Gene SNPrs#  Paresdebase Alelo Frequéncia  valor-p
Posicéo alélica Fissuras
1p36.3 MTHFR  rs1801131 11777062 C 0.26 0.24
rs1801133 11778964 T 0.68 0.22
1943 MTR rs10925235 235029397 C 0.65 0.77
rs1805087 235115122 A 0.82 0.64
5p15.31 MTRR rs1801394 7923972 A 0.58 1
rs1532268 7931178 C 0.70 0.04
rs8659 7953832 A 0.55 0.66
5913 DHFR rs1643665 79946598 A 0.66 0.45
rs1643638 79966011 C 0.67 0.24
5q14.1 BHMT rs651852 78444815 C 0.57 0.05
rs/700970 78447079 C 0.72 0.25
rs506500 78450092 C 0.73 0.72
rs3733890 78457714 G 0.71 0.09
7036.1 NOS3 rs1799983 150327043 G 0.71 0.70
11913 FOLR1 rs2071010 71578611 G 0.93 N/A
11913 FOLR2 rs514933 71607854 T 0.59 0.19



11923 NNMT

14924 MTHFD1

SHMTL

17p11.2

22012.2 TCN2

21022.11  GART

21922.3 CBS

rs694539

rs2301128

rs2155806

rs2852447

rs1950902

rs2236225

rs921986

rs2168781

rs1801198

rs8788

rs1789953

N/A

113638628

113673208

113677719

113684910

63952132

63978597

18167805

18181470

29341609

33818983

43356004

N/A

T

C

844ins68

0.85

0.82

0.75

0.65

0.85

0.55

0.69

0.55

0.62

0.75

0.83

0.88

90

0.004

0.20

0.30

0.88

0.23

0.73

1.00

0.72

0.45

0.49

1.00

0.65

*N/A: nimero de familias informativas ndo avaliadas na andlise.
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Tabela 3. Andlise de haplotipos dos genes da rota metabdlica do folato e fissuras BHMT

(rs651852, rs7700970, rs506500 rs3733890) e NNMT (rs694539, rs2301128, rs2155806,

rs2852447). A sequéncia dos SNPs para ambos 0s genes sdo mostrados na esquerda para a

direita
Gene Hapl 6tipo Frequéncia | Familias informativas | valor p
BHMT TCCG 0.36 19 0.09
CCCA 0.12 14 0.008+
CCTG 0.12 7 N/A
TCCA 0.07 3 N/A
CTCA 0.07 10 0.53
8 other haplotype <0.07 Max of 8 N/A
Vdor p Total 0.06
NNMT CGCA 0.44 28 0.79
CGCG 0.14 17 0.78
CACA 0.14 14 0.01+
CGTG 0.12 12 0.97
TGCA 0.05 11 0.12
8 other haplotype <0.05 Max of 4 N/A
Valor p Totd 0.03

! valor p significativo seguido por “+” para associagdo positiva e

negativa. N/A: niUmero insuficiente de familias informativas.

para associacdo



Figural .No eixo X, nome dos genes, SNPs ( niUmero rs)
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Abstract

Homocysteine is a sulfur-containing amino acid derived from the metabolism of methionine,
an essential amino acid, and is metabolized by one of the two pathways. remethylation or
transsulfuration. Abnormalities of this pathway lead to hyperhomocysteinemia.
Hyperhomocysteinemia is observed in approximately 5% of the general population and is
associated with increased risk for many disorders, including vascular and neurodegenerative
diseases, auto immune disorders, birth defects, diabetes, rena disease, osteoporosis,
neuropsychiatric disorders and cancer. We review the correlation of homocysteine
metabolism and the disorders described above and genetic variants on genes encoding for

enzymes of homocysteine metabolism relevant to the clinical practice.
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I ntroduction

Homocysteine (Hcy) is the demethylated derivative of methionine, which is, after
conversion to Sadenosylmethionine (SAM), the most important methyl group donor in the
body. A lack of methionine will lead to hypomethylation of various lipids, proteins, and
DNA. Homocysteine is a sulfur-containing amino acid derived from the metabolism of
methionine, an essential amino acid, and is metabolized by one of the two pathways:
remethylation or transsulfuration (Figure 1). In remethylation, homocysteine acquires a
methyl group from N-5-methyltetrahydrofolate or from betaine to form methionine. The
reaction with N-5-methyltetrahydrofolate is vitamin B12 dependent and occurs in all tissues,
whereas the reaction with betaine is restricted to the liver and independent of vitamin B12. A
considerable proportion of methionine is then activated by ATP to form SAM , a universa
methyl donor to a variety of acceptors (1).

5,10-methyltetrahydrofolate  reductase (MTHFR and vitamin B12, as
methylcobalamin, are essential for the functioning of the enzyme methionine synthase (MTR)
that is involved in the re-methylation of homocysteine into methionine. The thiol containing
amino acid homocysteine links the methionine cycle with the folate cycle. Therefore plasma
homocysteine levels are determined by several factors, such as the cofactors cobalamin,
vitamin B6 and folic acid and enzymes involved in methionine metabolism. Their levels are
inversely correlated, with plasma homocysteine levels increasing as vitamin B concentrations
decrease (2).

In circulation 80-90% of homocysteine is protein bounded, 10-20% of the total
homocysteine (tHcy) is present as homocysteine-cysteine mixed disulfide and homocystine

(dimer of homocysteine) and the remaining lessthan 1% is present in the free reduced form

A3).
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Homocysteineand MTHFR

The MTHFR is an important enzyme in the homocysteine metabolism and catalyzes
the converson of 5,10-methylenetetrahydrofolate into 5-methyltetrahydrofolate, the
predominant circulating form of folate. The MTHFR gene has at least two functional
polymorphisms, 677C>T and 1298A>C. The MTHFR 677T allele is associated with reduced
enzymatic activity, decreased concentrations of folate in serum, plasma, and red blood cells,
and mildly increased plasma total homocysteine (tHcy) concentrations (4,5).

MTHFR polymorphism 1298A>C aso affects MTHFR activity but without
biochemical changes (6). Normal MTHFR activity is crucia to maintain the pool of
circulating folate and methionine and to prevent the accumulation of Hcy (4).

Double heterozygous for MTHFR 677C>T and 1298A>C polymorphisms result in a
lower MTHFR activity, as compared to heterozygosity for either of the MTHFR variants
separately (6) . Individuals with the 677TT genotype, have approximately 30% the MTHFR
enzyme activity of those with the 677CC genotype, whereas heterozygotes 677CT have

around 65% of enzymatic activity ( 7).

Hyperhomocysteinemia

In healthy people, blood levels of hyperhomocysteinemia (Hcy) ae age and gender
related. Hey levels are higher in men than in women ( 8) and increase from 10.8mmol/L at
age 4042 up to 12.4mmol/L between 65 and 67 years (9). The hyperhomocysteinemia
(HHcy) is classified as moderate (15-30mmol/L), intermediate (30—100mmol/L) or severe

(>100mmol/L) (10).
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HHcy in humans can also ke distinguished by category, including cause, prevalence
and severity. The more severe cases are due to homozygous defects in genes encoding for
enzymes of homocysteine metabolism (Table 1).

HHcy is observed in approximately 5% of the general population ard it has been
associated with many disorders. Below we review several disorders that have been related to

abnorma homocysteine metabolism.

Hyperhomocysteinemia and Neural Tube Defects

Neura tube defects (NTD) remain one of the commonest birth defects worldwide.
NTD result from failure of neural tube formation or closure during the first 28 days of
pregnancy. Studies also supported the use of folic acid in the prevention of the first
occurrence of NTD (11). These findings suggest that impaired folic acid metabolism play a
rolein NTD.

Severa studies were reported that high maternal homocysteine was associated with a
increased risk for offspring with NTD in different populations (12-17). A recent study showed
low parental RBC folate, low vitamin B12 and high homocysteine were risk factors for NTD
(18).

A case-control study conducted in Brazil showed that mothers with NTD children had
increased tHcy levels when compared with control mothers (19). The case mother also had
low vitamin B12 compared to control mothers. No differences in the MTHFR polymorphisms
were identified in mothers, children with NTD or controls. Another Brazilian study also was
not able to identified MTHFR polymorphism and NTD, suggesting that this gene does not

play arolein NTD in Brazilian population (20).
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Hyperhomocysteinemia and Nonsyndromic Oral Clefts

Oral clefts are common birth defects whose prevalence differs between geographical
regions and ethnic groups. They have a complex, multifactorial inheritance involving genetic
and environmental factors (21).

A case-control study showed that mother of clefting children had higher plasma tHcy
concentrations in fasting as well as in afterload state than in mothers of controls. The authors
observed decreased risk of cleft lip and/or palate (CL/P) with dietary folate intake higher than
230ug/day and a reduced risk of cleft palate (CP) with a dietary folate intake higher than 314
Hg/day, suggesting that dietary folate intake by women probably has a beneficial effect on
their offspring's risk of oral clefts (22). A recent study has indicated periconceptional use of
folate could prevent the ocurrence of cleft lip and palate but not of cleft palate only (23).

A study demonstrated a significant increased risk of having a child with CL/P if the
mother was heterozygous for both common MTHFR polymorphisms (24). The risk of a child
with CL/P was only significantly increased if mothers, carrying MTHFR 677TT or MTHFR
1298CC genotype adso had a low periconceptiona intake of dietary folate and/or folic acid
supplements suggesting that the two MTHFR polymorphisms were independent risk factor for

CL/P (25,26).

Hyperhomocysteinemia and Congenital heart defects

Congenital Heart Defects (CHD) occur among 11 per 1000 live births in the United
States. Annually, account for approximately 6000 total deaths and one-tenth of infant deaths
in USA. CHD develop during the first three weeks after conception and are common

congenital anomalies of multifactorial origin influenced by genetic and environmental factors
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(27). A meta-analysis demonstrated that maternal HHcy was significantly associated with a
increased risk of having a child with a CHD suggesting that maternal HHcy is an important

risk factor for CHD (26).

Hyperhomocysteinemia and Cardiovascular disorders

Vascular diseases are commonly associated with traditional risk factors as for example
systemic arterial hypertension, diabetes mellitus and smoking, but in the last decade other risk
markers have been identified, one of them being homocysteine. Various studies had
identified hyperhomocysteinemia as an independent risk factor for coronary artery disease
(CAD) (28). The relationship between MTHFR polymorphism and the severity of CAD in
patients undergoing coronary artery bypass surgery showed that homocysteine levels was
significantly higher in patients with CAD than in control subjects and the genotype of
MTHFR 677C>T was associated with the extent of CAD in patients at high risk for this
pathology (29).

Hearts from 122 men who died suddenly of severe CAD were studied. Serum Hcy
levels were elevated in men who died with CAD compared with controls. This study also
showed that the risk was increased if there was concomitant diabetes mellitus and presence of
lipid-poor and plagues. Whether elevated serum Hcy might be causally associated with

sudden death or merely a marker of a process related to sudden death is still unclear (30).



100

Hyperhomocysteinemia and Atheroscler osis

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease of the arteries, in which deposits of
fatty substances, cholesterol, calcium and other substances build up in endothelial layer of
arteries (31).

Several studies had identified moderate hyperhomocysteinemia as an independent risk
factor for atherosclerotic disease (32).

Accelerated atherosclerosis had been demonstrated in apolipoprotein E-deficient
(apoE-/-) mice with hyperhomocysteinemia diet (33) and in cystathionine-synthase
(CBS)/apoE-/- double-knockout mice (34). These findings suggest that HHcy accelerates
atherogenesis in hyperlipidemic mouse model that develops spontaneous atherosclerosis.
However, a causal relationship between atherogenesis and HHcy had not been established in
other species, including rats, rabbits, pigs, and primates (35,36).

A recent study showed that Hcy does not directly accelerate atherogenesis but can,
under certain dietary conditions, ater plasmalipid levels and/or inflammation, contributing to

atherosclerotic lesion development. (37).

Hyperhomocysteinemia and Down Syndrome

Down Syndrome (DS) occurs due to three copies of chromosome 21, in most cases
due to the failure of chromosomal segregation during maternal meiosis. The risk of DS is
directly correlated to increased maternal age. An important factor that could modulate the
maternal risk for DS is plasma HHcy concentration. An elevated risk for DS in the presence

of the MTR 2756G allele, in combination with elevated HHcy concentration was observed
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(38). However, the association of this polymorphism with the risk for DS was not confirmed

by additional study (39).

A study conducted in Brazil with mothers of children with DS and control mothers
anayzed tHcy and severa variants in the folate pathway (MTHFR: 677C>T, MTHFR
1298A>C, MTRR 66A>G, MTR 2756A>G, and CBS 844ins68) showed
homocysteine levels were higher among DS mothers compared to controls. Only the 677T
allele was associated with altered levels of tHcy in the case group. All genotype distributions
were similar in the two groups, but the frequency of the 677T dlele in the case group was
significantly higher. All the other polymorphisms did not show an association with risk for
DS, when evaluated separately. However, when the presence of the aleles was evaluated
together, the mothers of children with DS tend to have a higher number of variant alleles than
the control mothers (40).

The effect of plasma HHcy concentrations on maternal risk for DS showed Hcy
concentrations significantly higher in DS mothers as compared to control group. This result
showed that Hcy concentrations were significantly different in women with MTHFR 1298CC

genotype in DS mothers than in control mothers (41).

Hyper homocysteinemia and Smoking or Pregnancy

Cigarette smoking has been associated with oxidative stress and increased risk of
many chronic diseases. Snoking induces depletion of cellular antioxidant and is also known
to be associated with an increased homocysteine level. Several studies observed increase of
plasma tHcy in smokers than non smokers subjects (42,43).

During pregnancy there is an increase of Hcy levels for each trimester of pregnancy

and decrease of folate levels. Additionally, folate levels continue to decrease after pregnancy
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(44). Women who use folic acid postpartum had higher folate and lower homocysteine
concentration than non supplemented women (45). Maternal smoking also aters total
homocysteine concentration in infants. The serum homocysteine concentrations were
significantly higher in smoking as compared with nonsmoking pregnant women as well asin

umbilical cord blood of their newborns (46).

Hyperhomocysteinemia and Alzheimer’s disease and Vascular dementia

Low folate and raised Hcy concentrations in blood are associated with poor cognitive
performance in the genera population (47). Elevaeted levels of Hcy result in neurotoxic and
vasotoxic effects in dementia and Alzheimer’s disease suggesting that Hcy is a direct marker
for early cognitive decline (48). However, the pathogenesis of HHcy is still mt clear in
vascular dementia. (49) studied levels of serum folate, vitamin B12 and plasma Hcy in
vascular dementia and Alzheimer, and they found that Hcy was increased, while folate and
vitamin B12 decreased in both of these diseases. This suggests that supplementation of folic
acid and vitamin B12 could be benefit in Alzheimer’s disease and dementia

A randomized, double blind, placebo controlled study was conducted in Netherlands.
There were included 818 subjects, men and post- menopausal women aged 50-70 years who
used placebo or 800ug/day folic acid for 3 years. Serum folate concentrations increased and
plasma Hcy concentrations decreased in participants taking folic acid compared with those
taking placebo. This study also showed that supplementation of folic acid improved

significatively the decline of cognitive function related to age (47).
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Hyperhomocysteinemia and Breast cancer

High intake of folate, which is plentiful in vegetables and fruits, has been associated
with reduced risk of several cancers. Folate deficiency was suggested to increase the risk of
cancer through impaired DNA repair synthesis and disruption of DNA methylation that may
lead to protooncogene activation (50). It is biologicaly plausible that polymorphisms or
gene—environment interactions rather than the folate intake alone would have the impact on
breast cancer risk since functional polymorphisms in folate-related genes contribute to the
ateration of folate metabolism (51). Therefore, MTHFR polymorphisms have been
intensively studied in breast cancer and the results are inconsistent (52,53).

However, a study performed with 456 breast cancer cases and 912 controls observed
that breast cancer risk was inversely associated with consumption of dietary folate and none
of the polymorphisms MTHRF, MTRR, MTR showed any significant impact on breast
cancer risk. In postmenopausal women was found a significant increased risk of breast cancer
among individua with the MTHFR 677TT genotype compared with those with the MTHFR
677CC genotype. The study showed a significant interaction between the MTRR A66G and
folate intake. The MTRR 66GG genotype increased the risk among postmenopausal women

with low intake of folate (54).

Hyper homocysteinemia and Depression

Folate and vitamin B12 deficiency, HHcy and the 677T allele of the MTHFR gene,
which cause impaired methylation reactions in the central nervous system, had been
associated with depressive disorders (55,56). However not al studies had found such

associations (57,58).
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A prospective study with 732 Korean subjects investigated associations between
folate, vitamin B12, Hcy and late-life depression. The incident depression was predicted by
lower folate and vitamin B12 levels and higher Hey levels performed 2 years previoudy, and
was associated with a decline in vitamin B12 levels and an increased in homocysteine levels
over the intervening period. However, incident depression was not associated with MTHFR

genotype (59).

Hyperhomocysteinemia and Diabetes

Mild Hcy has been observed in type | diabetic patients with microalbuminuria and
nephropathy and may explain the increased risk of vascular disease in this high-risk
population (60).

A study conducted in Spain analyzed 46 patients with Diabetes Mellitus between 4
and 19 years of age. This study showed that children with strict control of the diabetes type |
had normal tHcy, with no significant difference comparing to healthy individuals of the same
age and socia environment (61). It was hypothesized that oral administration of folic acid
would reduce plasma Hcy levels, improving endothelial function and oxidative stress in
patients with type | diabetes and microalbuminuria. A case-study showed a 25% reduction in

plasma Hcy after folic acid supplementation in diabetes subjects (62).

Hyperhomocysteinemia and Drugs

There is evidence to support the unfavorable effects of some anti-epileptic drugs on

plasma homocysteine corcentrations. Approximately 10-40% of epileptic patients develop
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HHcy (63). The levels of HHcy were increased in monotherapy using phenytoin,
carbamazepine (CBZ) or vaproic acid (VPA) (64).

In 2007 a prospective observational study was conducted in Italy to evaluate the
influence of antiepileptic drugs and MTHFR polymorphism and levels of Hcy. A higher
prevalence of the MTHFR 1298C allele was observed in epileptic patients as compared to the

controls. After folate therapy, plasma t-Hcy and folate were normal in al patients. (65).

Management of Hyperhomocysteinemia

Elevations in plasma homocysteine are common in the general population, particularly
in the elderly. Vitamin status is a primary determinant of mild-to-moderate HHcy and
accounts for approximately two thirds of all such cases. Vitamin supplementation results in
near normalization of plasma homocysteine in most cases (66). Homocysteine metabolism
requires the participation of folate as well as vitamin B12 (cobalamin) and vitamin B6
(pyridoxal phosphate) coenzymes and therefore reduction of homocysteine levels in plasma
requires that all three of these vitamins are supplemented (1). The minimum daily requirement
of folic acid is 50ug, although the current recommended intake is 400ug/day for the average
adult and 600pg/day during pregnancy (67).

A large study with 750 male observed that dietary intervention with increased focus
and availability of vegetables, fruits and bread, significantly reduced the concentration of
tHcy. These findings suggest that the changes in the concentration of cysteine, folate and

flavin mononucleotide seem to be predictors of changesin the tHcy concentration (68).
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Conclusion

In the last decade several studies had been conducted to uncover the direct or indirect
influence of increased levels of Hey in several conditions.

It was demonstrated that several polymorphisms in genes in the homocysteine-
methionine pathway result in HHcy, suggesting that these variants may play a role in many
multifactorial disorders of high prevalence in the general population.

Vitamin supplementation is a cost effective way to decrease HHcy and the broad
vitamin supplementation would prevent at |east some of these disorders.

Despite these robust indications about the role of HHcy as a factor associated to
several conditions, long-term studies in large samples are till lacking to prove that decreasing

the Hey levels in subjects with HHcy results in better results in terms of health outcomes.
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Table 1. Classification of hyperhomocysteinemia (according to Shelhub, 1999)

Sever e hyperhomocysteinemia
High total homocysteine (tHcy) levels at all times, caused for example by
deficiencies in Cystathionine beta synthase CBS), methylenetetrahydrofolate

reductase (MTHFR), or in enzymes of B12 metabolism

Mild hyperhomocysteinemia
Moderately high tHcy levels under fasting conditions, reflects impaired
homocysteine methylation (folate, B12 or moderate enzyme defects, e.g.

thermolabile MTHFR)

Post-methionine load
Abnorma increase in tHcy after methionine load; reflects impaired

homocysteine transsulfuration (heterozygous CBS defects, B6 deficiency)




116

Figure 1. Homocysteine Pathway
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Resumo

A homocisteina € um aminoécido essencial derivado do metabolismo da metionina. E
metabolizada por duas vias. remetilacdo ou transulfuracdo. Anormalidades nessas vias leva a
hiperhomocisteinemia. Hiperhomocisteinemia é observada em aproximadamente 5% da
populacdo geral e esta associada com o aumento de risco de muitas doencas, incluindo
doencas vasculares e neurodegenerativas, doencas auto- imunes, defeitos congénitos, diabetes,
doenca renal, osteoporose, doengas neuropsiquiatricas e cancer. NGOs revisamos a correlacao
do metabolismo da homocisteina e das doencas descritas acima e as variantes genéticas nos

genes que codificam para enzimas do metabolismo da homocisteina relevantes na pratica

clinica
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Introducéo

Homocisteina (Hcy) € o derivado demetilado da metionina, a qual, depois é convertida
para S-adenosiimetionina (SAM), o mais importante doador de grupo metil no corpo humano.
A fdta da metionina levara a hipometilagdo de vérios lipideos, proteinas e DNA.
Homocisteina é um aminoacido essencial derivado do metabolismo da metionina, e é
metabolizado através de duas vias: remetilacéo ou transulfuracéo (Figura 1). Naremitilacéo, a
homocisteina ganha um grupo metil de N-5-metiltetrahidrofolato ou da betaina para formar
metionina. A reacdo com N-5-metiltetrahidrofolato € dependente da vitamina B12 e ocorre em
todos os tecidos, enquanto que a reacdo com betaina é restrita ao figado e independente da
vitamina B12. Uma consideravel proporcéo de metionina é entdo ativada pelo ATP na forma
de SAM. SAM serve primeiramente como um doador universal do grupo metil para uma
variedade de aceptores (1).

5,10-metiltetrahidrofolato redutase (MTHFR) e vitamina B12, como metilcobalamina,
S30 essenciais para o funcionamento da enzima metionina sintase (MTR) que esta envolvida
na remetilacdo da homocisteina dentro da metionina. O grupo tiol contendo homocisteina liga
o ciclo da metionina com o ciclo do folato. Portanto os niveis de homocisteina plasmético sdo
determinados por vérios fatores, como os cofatores cobalamina, vitamina B6, acido félico e
enzimas envolvidas no metabolismo da metionina. O aumento de homocisteina no plasma esta
inversamente relacionado com a diminuicdo das concentragdes da vitamina B (2).

Na circulacéo 80-90% da homocisteina €ligada a proteina, 10-20% da homocisteina
total (tHcy) esta presente como homacisteina-cisteina misturada a disulfideos e homocisteina

(dimeros da homocisteina) e o restante, menos que 1%, esta presente na forma reduzida livre

3).
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Homocisteinae MTHFR

O MTHFR € uma enzima importante no metabolismo da homocisteina e cataliza a
conversdo de 5,10-metilenotetrahidrofolato para 5-metiltetrahidrofolato, a predominante
forma circulante do folato. O gene MTHFR tem ao menos dois polimorfismos funcionais,
677C>T e 1298A>C. O aelo 677T esta associado com atividade enzimatica reduzida,
diminuicdo das concentracdes do folato no soro, plasma e eritrocitos e leve aumento das
concentragdes da homocisteina total plasmética (tHcy) (4,5).

O polimorfismo 1298A>C também afeta a atividade do gene MTHFR mas sem
mudangas bioquimicas (6). A atividade norma do MTHFR é crucia para manter a reserva de
folato e metionina circulante e prevenir o acimulo de Hcy (4).

Heterozigotos duplos para os polimorfismos 677C>T e 1298A>C resulta em uma
baixa atividade do MTHFR quando comparado com heterozigotos para qualquer uma das
variantes do MTHFR separadamente (6). Individuos com o gendtipo 677TT, tém
aproximadamente 30% da atividade enzimatica do gene MTHFR entretanto 677CT tem em

torno de 65% da atividade enzimética (7).

Hiperhomocisteinemia

Nas pessoas saudaveis, os niveis de hiperhomocisteinemia (HHcy) no sangue estdo
relacionados com idade e sexo. Os nivels de Hcy sdo mais altos em homens do que em
mulheres (8) e aumenta de 10.8 mmol/L na idade de 40-42 anos para 12.4mmol/L entre 65 e
67 anos (9). Recentemente, muitos estudos tém experimentado definir a taxa de homocisteina
com aidade. A hiperhomocisteinemia (HHcy) é classificada como moderada (15-30mmol/L),

intermediaria (30-100mmol/L) ou grave (>100mmol/L) (10).
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HHcy em humanos pode ser separado por categorias, incluindo causa, prevaléncia e
gravidade. Os casos mais graves sdo devido aos defeitos nos genes em homozigose que
codificam enzimas do metabolismo da homocisteina (Tabela 1).

HHcy é observada em aproximadamente 5% da populacéo geral e esta associada com
muitas doencas. Abaixo nés revisamos doencas graves que tém sido relacionadas com

metabolismo anormal da homocisteina.

Hiperhomocisteinemia e Defeitos de Tubo Neur al

Os defeitos de tubo neural (DTN) sdo um dos defeitos congénitos mais comuns em
todo o mundo. Os DTN resultam da falha na formagéo do tubo neural ou do fechamento
durante os primeiros 28 dias de gravidez. Estudos mostram o0 uso de é&cido folico como
preventivo na ocorrénciados DTN (11). Esses achados sugerem comprometimento da rota do
&cido félico nos DTN.

Muitos estudos observaram que o aumento da homocisteina materna estava associado
com o aumento do risco para a prole com DTN em diferentes populacdes (12-17). Um estudo
recente mostrou baixo folato eritrocitério materno, baixa vitamina B12 e atos niveis de hcy e
foram considerados fatores de risco para DTN (18).

Um estudo de caso controle realizado no Brasil mostrou que mulheres com filhos com
DTN tinham aumento dos niveis de tHcy quando comparados com os controles (19). As
mulheres casos tiveram baixa vitamina B12 quando comparadas com as mulheres controles.
N&o foram identificadas diferencas nos polimorfismos do gene MTHFR nas mulheres,
criangas com DTN e controles. Outro estudo brasileiro também ndo identificou significancia
entre os polimorfismos do gene MTHFR e DTN, sugerindo que esse gene ndo € reponsavel

pela a ocorrénciados DTN na populagdo brasileira (20).



122

Hiperhomocisteinemia e Fissuras Orais Nao Sindrdémicas

Fissuras orais (FO) sdo defeitos congénitos comuns cujas prevaléncias diferem entre
regides geograficas e grupos étnicos. As FO sdo de etiologia complexa e apresentam heranca
multifatorial envolvendo fatores genéticos e ambientais (21).

Um estudo caso-controle mostrou que mulheres com criancas com fissuras tem
concentragdes de tHcy aumentadas no plasma tanto em jegum quanto pos prandial quando
comparadas com mulheres controles. Os autores observaram diminuigdo do risco de fissura de
|&bio e/ou palato (FL/P) quando hd um consumo de folato na dieta maior que 230ug/diae um
risco reduzido de fissura de palato (FP) com consumo de folato na dieta de 314 pg/dia,
sugerindo que o consumo de folato na dieta das mulheres provavelmente tem um efeito
benéfico no risco para FO (22). Um estudo recente indicou que 0 uso periconcepcional de
folato poderia prevenir a ocorréncia de fissura de labio e palato mas ndo de palato isolada
(23).

Um estudo demonstrou um aumento significantivo de ter um filho com FL/P se a mée
for heterozigota para ambos polimorfismos comuns do gene MTHFR (24). O risco de uma
crianca ter FL/P foi somente significativamente aumentado quando as mulheres eram
portadoras do MTHFR 677TT ou MTHFR 1298CC, e também apresentavam baixo consumo
de folato na dieta periconcepcional e/ou suplementos com é&cido folico, sugerindo que os dois

polimorfismos do gene MTHFR s&o fatores de risco independentes para FL/P (25,26).

Hiperhomocisteinemia e Defeitos Congénitos Car diacos

Defeitos congénitos cardiacos (DCC) ocorrem em torno de 11 por 1000 recém

nascidos vivos nos Estados Unidos (EUA). Anuamente, causam aproximadamente 6000
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mortes e um décimo das mortes infantis nos EUA. Os DCC s8o desenvolvidos durante as
primeiras trés semanas depois da concepcao e sdo anomalias congénitas comuns de origem
multifatorial influenciadas por fatores genéticos e ambientais (27). Uma meta-andise
demonstrou que a HHcy materna estava significantemente associada com o aumento de risco
parater uma criangca com DCC, sugerindo que a HHcy materna € um importante fator de risco

para DCC (26).

Hiperhomocisteinemia e Doengas Car diovascular es

Doencas vasculares sdo comumente associadas com fatores de risco tradicionais, mas
nas Ultimas décadas outros marcadores de risco tém sido identificados, um deles € a
homocisteina. Varios estudos tém identificado a hiperhomocisteinemia como um fator de
risco independente para doenca arterial coronariana (DAC) (28). A relagdo entre
polimorfismos do gene MTHFR e a gravidade para DAC nos pacientes que passaram por
cirurgia de artéria coronariana. Esse estudo mostrou que os niveis de Hcy foram
significantemente altos nos pacientes com DAC do que nos sujeitos controles e o genétipo
MTHFR 677C>T foi associado com a medida da DAC nos paciente com fator de risco
aumentado para esta patologia (29).

Coragcbes de 122 homens que morreram repentinamente de DAC grave foram
estudados. Niveis de Hcy foram elevadas no soro de homens que morreram com DAC quando
comparados com controles. O estudo também mostrou que o risco foi aumentado se havia
diabete mellitus concomitante e presenca diminuida de lipideos e plaguetas. Se, a Hcy elevada
no soro deve ser causa associada com morte sibita ou meramente um marcador de um

processo relacionado a morte stbita ainda ndo foi esclarecido (30).
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Hiperhomocisteinemia e Ater oscler ose

Aterosclerose € uma doenca de inflamag&o cronica nas artérias, no qual depositos de
substéncias de gordura, colesterol, calcio e outras substancias acumuladas nas camadas das
artérias endotelial (31).

Muitos estudos tém identificado hiperhomocisteinemia moderada como um fator de
risco independente para doenca aterosclerética (32).

Aterosclerose acelerada tem sido demonstrada em camundongos apolipoproteinas E
deficiente (apoE-/-) que apresentam dieta de hiperhomocisteinemia (33) e em camundongos
duplo knockout cistationina-sintase (CBS) /apoE:-/- (34). Esses achados sugerem que HHcy
acelera aterogénese em camundongo modelo hiperlipidémico que desenvolvem aterosclerose
espontaneamente. Entretanto, a relacdo causal entre aterogenese e HHcy ndo tem sido
estabel ecida em outras espécies, incluindo ratos, coelhos, porcos e primatas (35,36).

Um estudo recente mostrou que Hcy nédo acelera diretamente a aterogénese, mas pode
certamente sob condicdes de dieta, alterar os nivels de lipideos e€/ou inflamagdo, contribuindo

para o desenvolvimento da lesdo aterosclerética (37).

Hiper homocisteinemia e Sindrome de Down

Sindrome de Down (SD) ocorre pela presenca de trés cdpias do cromossomo 21, em
muitos casos devido a falha na segregacdo cromossdmica durante a meiose materna. O risco
de SD esta diretamente correlacionado com aidade materna. Um importante fator que poderia
modular o risco materno para SD é a concentracdo de HHcy no plasma. Um risco elevado

para SD na presenca do alelo 2756G do gene MTR em combinagdo com elevadas
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concentracdes de HHcy foi descrito (38). Entretanto, a associacéo desses polimorfismos com
0 risco para SD ndo foi confirmada em estudos adicionais (39).

Um estudo realizado no Brasil com mulheres com criangas com SD, e mées controles
analiizaram tHcy e variantes na rota metabdlica do folato (MTHFR 677C>T, MTHFR
1298A>C, MTRR 66A>G, MTR 2756A>G, and CBS 844ins68) demonstrou niveis de tHcy
aumentados nas mées de filhos com SD quando comparados com o grupo controle. Somente
o aedo 677T foi associado com ateracdo dos nivels de tHcy no grupo de casos. As
distribui¢des de todos os gendtipos foram similares nos dois grupos, mas a freqiiéncia do alelo
677T no grupo caso foi significantemente elevado. Todos os polimorfismos ndo mostraram
associagdo com risco para SD, quando analisados separadamente. Entretanto, quando a
presenca dos alelos foram analisados em conjunto, as maes com filhos com SD tenderam a
apresentar um nuimero aumentado de alelos ndo comuns do que nas méaes controles (40).

Os efeitos das concentragbes de HHcy no plasma no risco materno para SD
demonstrou que concentracdes de Hcy significantemente mais elevadas nas maes de criancas
com SD quando comparado com o grupo controle. Esses resultados mostraram que as
concentragdes de Hcy foram significantemente diferentes nas mulheres com genétipo MTHFR

1298CC em mées com filhos com SD do que nas mulheres controles (41).

Hiperhomocisteinemia e Cigarro ou Gravidez

O fumo tem sido associado com estresse oxidativo e aumento de risco de muitas
doencas cronicas. O fumo induz a diminuicdo de antioxidantes celulares e € também
conhecido por estar associado com aumento dos niveis de homocisteina. Muitos estudos
observaram aumento da tHcy no plasma em fumantes do que em sujeitos ndo fumantes

(42,43).
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Durante a gravidez hd um aumento dos niveis de Hcy para cada trimestre da gravidez e
diminuicdo dos niveis de folato. Adicionalmente, os niveis de folato continuam diminuindo
depois da gravidez (44). Mulheres que usam &cido folico pré-concepgdo tém concentragdes de
folato aumentado e homocisteina menor do que mulheres que ndo fizeram suplementacdo
(45). O fumo materno também modifica as concentracdes totais de homocisteina nas criangas.
As concentragbes de Hcy no soro foram significantemente altas em mées que faziam uso de
cigarro quando comparadas com mulheres gravidas ndo fumantes, assm como quando
comparado com as concentragdes de Hcy no sangue do corddo umbilical de seus recém

nascidos (46).

Hiperhomocisteinemia e Doenca de Alzheimer e Deméncia Vascular

Folato baixo e concentragdes aumentadas de Hcy no sangue estdo associadas com
pobre desempenho cognitivo na populacdo em geral (47). Niveis elevados de Hcy resultam
em efeitos neurotoxicos e vasotdxicos ha deméncia e na Doenca de Alzheimer, sugerindo que
Hcy € um marcador direto para o declinio precoce da cognicéo (48). Entretanto, a patogénese
da HHcy ainda ndo é clara na deméncia vascular (49).Um estudo avaliou os niveis de folato
no soro, vitamina B12 e Hey no plasma na deméncia vascular e Alzheimer, e foi encontrado
aumento de Hcy, enguanto o folato e a vitamina B12 estavam diminuidos em ambas doencas.
Isso sugere que a suplementacdo de é&cido félico e vitamina B12 poderiam beneficiar
pacientes com Doenca de Alzheimer e deméncia.

Um estudo randomizado, duplo-cego, controlado por placebo foi redlizado na
Holanda. Foram incluidos 818 sujeitos, homens e mulheres pds- menopausa, com idade entre
50 e 70 anos de idade que usaram placebo ou 800ug/dia de &cido fdlico por 3 anos. As

concentragOes de folato no soro foram aumentadas e as concentragdes de Hcy no plasma
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diminuidas nos participantes que tomaram acido folico comparado com agqueles que tomaram
placebo. Esse estudo também mostrou que a suplementacdo de é&cido félico melhorou

significativamente o declinio da funcdo cognitiva relacionada com a idade (47).

Hiperhomocisteinemia e Cancer de Mama

Alto consumo de folato, o qual € abundante em vegetais e frutas, tem sido associado
com risco reduzido para cancer. Foi sugerido que adeficiéncia de folato poderia aumentar o
risco de cancer por meio da deterioracdo do reparo da sintese de DNA e da ruptura da
metilac30 que pode levar a ativagio de proto-oncogenes (50). E biologicamente plausivel que
os polimorfismos ou a interacdo gene-ambiente ao invés s do consumo de folato teria o
impacto no risco de cancer de mama pois polimorfismos funcionais relacionados aos genes do
folato contribuem para a alteragdo do metabolismo do folato (51). Portanto, os polimorfismos
do gene MTHFRtem sido intensivamente estudados no cancer de mama mas os resultados séo
inconsistentes (52,53).

Contudo, um estudo com 456 casos de cancer de mama e 912 controles foi observado
gue risco de cancer de mama foi inversamente associado com consumo de folato na dieta e
nenhum dos polimorfismos (MTHFR, MTRR, MTR) mostraram algum impacto significante no
risco para o cancer de mama. Em mulheres na pré-menopausa foi encontrado um aumento
significante no risco para cancer de mama entre individuos com o genétipo MTHFR 677TT
comparado com aqueles com o genétipo MTHFR 677CC. O estudo mostrou uma interacéo
significante entre MTRR A66G e consumo de folato. O gendtipo MTRR 66GG aumentou o
risco entre mulheres na pds-menopausa quando estas apresentavam baixo consumo de folato

(54).
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Hiperhomocisteinemia e Depressao

Deficiéncia de folato e vitamina B12, HHcy e o alelo 677T do gene MTHFR o qual
causa defeito nas reagdes de metilacdo no sistema nervoso central, tem sido associados com
doengas depressivas (55,56). Contudo, ndo sdo todos os estudos que tem encontrado tal
associacéo (57,58).

Um estudo prospectivo com 732 sujeitos coreanos investigou a associagao entre folato,
vitamina B12, Hcy e depresséo na idade avancada. A incidéncia da depressao foi prevista por
baixos niveis de folato e vitamina B12 e atos niveis de Hcy realizados nos dois anos
anteriores, e estava associada com um declinio nos niveis de vitamina B12 e um aumento nos
niveis de Hey durante o periodo de intervencdo. Entretanto, a incidéncia de depressdo ndo foi

associada com o gene MTHFR (59).

Hiperhomocisteinemia e Diabetes

A Hcy leve tem sido observada em pacientes com diabetes tipo | com
microalbuminuria e nefropatia e pode explicar o aumento de risco para doenca vascular nesta
populacédo de alto risco. (60).

Um estudo conduzido na Espanha com 46 pacientes com Diabetes Mellitus com
idades entre quatro e 19 anos mostrou que criangas com controle rigoroso de diabetes tipo |
tiveram tHcy normal, sem diferenca significante comparando com individuos saudaveis com a
mesma idade e ambiente social (61). Foi sugerida entdo, a hipotese que a administracéo oral
de &cido folico poderia reduzir os niveis de Hcy no plasma, melhorando a funcéo endotelial e

0 estresse oxidativo nos pacientes com diabetes tipo | e microa bumindria. Um estudo de caso
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demonstrou uma reducdo de 25% na Hcy plasmatica depois da suplementacéo do &cido fdlico

nos sujeitos com diabetes (62).

Hiperhomocisteinemia e M edicamentos

Ha evidéncias de efeitos ndo favoraveis de alguns medicamentos antiepiléticos nas
concentragdes de Hcy plasmatica. Aproximadamente 10-40% de pacientes epiléticos
desenvolvem HHcy (63). Os niveis de HHcy foram aumentados na monoterapia usando
fenitoina, carbamazepina ou acido valproico (64).

Em 2007 um estudo prospectivo observaciona foi conduzido na Itdia para avaliar a
influéncia de medicamentos antiepiléticos e polimorfismos no gene MTHFRe nivels de Hcy.
Um aumento na prevaléncia do alelo 1298C foi observado em pacientes epiléticos quando
comparado com controles. Apos terapia com folato, tHcy no plasma e folato foram normais

em todos os pacientes (65).

Mang o da Hiperhomocisteinemia

Niveis elevados de Hcy no plasma sdo comuns na populagdo em geral, particularmente
nos idosos. Niveis de vitamina sdo determinantes primarios de HHcy leve a moderada e
constituem aproximadamente dois tercos de todos os casos. A suplementagdo vitaminica
resulta na normalizacéo de homocisteina no plasma em muitos casos (66). O metabolismo da
homocisteina exige a participagdo do folato tdo bem como vitamina B12 (cobalamina) e
vitamina B6 (piridoxal fosfato), coenzimas ¢ portanto, reducées nos niveis plasméticos de

Hcy exigem que todas essas vitaminas sgjam suplementadas (1). A quantidade minima de
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acido folico diariamente requerida € de 50ug, apesar da recomendacdo atua ser de 400ug/dia
para um adulto e 600ug/dia durante a gravidez (67).

Em um grande estudo com 750 homens, observouse que a intervencéo da dieta com
aumento de vegetais, frutas e pdo, reduzia significantemente as concentracfes de tHcy. Esses
achados sugerem que as mudangas nas concentragdes de cisteina, folato e flavinas

mononucleotideas pareceem predizer as mudancas nas concentractes datHcy (68).

Conclusdes

Na Ultima década muitos estudos tem sido conduzidos para descobrir as influéncias
diretas e indiretas de nivels aumentados de Hcy nas condicles graves.

Foi demonstrado que muitos polimorfismos nos genes da rota metabdlica da
homaoci steina- metionina resultam em HHcy, sugerindo que variantes desses podem ser aregra
para muitas doencas multifatoriais de alta prevaléncia na populacéo geral.

A suplementacdo vitaminica é uma maneira de custo efetivo para diminuir a HHcy e
poderia prevenir ab menos algumas doencas.

Apesar das indicagbes sobre o papel da HHcy como um fator associado em condicdes
graves, estudos a longo prazo em amostras grandes sdo ainda deficientes para provar que a
diminuicdo dos niveis de Hcy nos sujeitos aom HHcy resultam em resultados melhores nas

condicdes de salde.
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Tabela 1 — Classificag&o de hiperhomocisteinemia (de acordo com Shelhub, 1999)

Hiperhomocisteinemia Grave

Os niveis de high total homocysteine (tHcy) sdo na maioria das vezes causados,
por exemplo, por deficiéncia na Cistationina beta sintase (CBS),
metilenenotetrehidrofolato redutase MTHFR) ou em enzimas do metabolismo

daB12.

Hiperhomocisteinemia Média
Niveis moderadamente atos de tHcy sob condicbes de jejum; refletem na
deterioracdo da metilacdo da homocysteine (folato, B12 ou defeitos moderados

daenzima, ex. MTHFRtermol abil)

Apdbs uma sobrecarga de metionina
Aumento anormal de tHcy apds sobrecarga de metionina reflete na deterioragdo
da transssulfuracdo da homocisteina (defeitos em heterozigose no gene CBS,

deficiéncia B6).
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Figura 1 — Rota metabolica da Homocisteina
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9 CONSIDERACOESFINAIS

As FO NS estdo entre os principais defeitos congénitos, variando de acordo com a
regido geogréfica e o nivel socio-econdmico (MURRAY, 2002). Apresentam caracteristicas
multifatoriais, estando envolvidos fatores genéticos e ambientais. Muitos genes tém sido
associados ao desenvolvimento das FL/P, sendo que aproximadamente 2-14 genes candidatos

provavelmente estdo envolvidos na suaformagdo. (SCHLIELKELMAN; SLATKIN, 2002).

Vérios genes ja foram identificados na contribuicdo para a génese das FL/P. Um dos
genes de maior importancia por apresentar forte expressdo no desenvolvimento da face e que
continua sendo o foco de inlmeras pesquisas € 0 IRF6. O gene IRF6 é responsavel por 12%
das FL/P (ZUCCHERO et al., 2004).

Fatores ambientais como a exposi¢céo de determinados medicamentos, dcool, e cigarro
estdo asociados com FL/P WYSZYNSKI et al., 1997; SHI et al., 2007; LITTLE et al.,
2004). Outros fatores ambientais como deficiéncias vitaminicas foram descritas, como a
deficiéncia de &cido fdlico, sugerindo que esta vitamina poderia prevenir a ocorréncia ou
recorréncia destas malformagdes. Varios estudos observacionais com o objetivo de avaliar a
associacdo do acido félico e a reducdo de risco para as fissuras reforcam a hipétese de um
efeito protetor do &cido fdlico para esta malformagdo (SHAW et al., 1995; BADOVINAC et
al., 2007). Recentemente, um estudo caso-controle conduzido na Noruega, foi observada que
a suplementacéo com = 400u/dia de AF estava associado com reducéo do risco para FL/P em
39% mas ndo foi observada para FPI (WILCOX et al., 2007). Entretanto, estudos realizados
com populacdes onde ha fortificagdo de acido folico na farinha, como, por exemplo, EUA e
Chile, ndo mostraram reducgdo da ocorréncia das FL/P (CANFIELD et al., 2005; NAZER, et

al., 2007; HONEIN et al., 2008). No Brasil, a fortificacdo de écido félico na farinha foi



143

iniciada em junho de 2004 e seus beneficios na prevencdo de fissura orais ainda necessitam
serem comprovados.

Com o objetivo de estudar os fatores bioguimicos e genéticos relacionados a rota
metabolica do acido félico e homocisteina, desenvolvemos o presente estudo. Cento e
guarenta mulheres (27 afetadas com FL/P e 113 n&o afetadas, mas com filhos afetados com
FL/P) foram recrutadas e foram realizadas andlises bioquimicas. Amostras de DNA destas
mulheres, seus pais ou filhos dou maridos foram utilizadas para genotipagem de 28 SNPs
referentes a 14 genes que estdo envolvidos na rota metabdlica do acido félico e familias
adicionais num total de 428 individuos de 231 familias ndo relacionadas que concordaram
participar do estudo. Entre os dados bioquimicos das mulheres ndo foi mostrado diferenca
significativa (p>0.094) entre o grupo de mées afetadas e 0 grupo de mées ndo afetadas mas
com filhos com FL/P. O resultado do teste de desequilibrio de transmissdo (TDT) mostrou
associagao significativa entre fissuras e o gene BHMT rs651852 (p=0.04), MTRR rs1532268
(p=0.04) e NNMT rs694539 (p=0.003). Quanto a transmissao de haplétipos, 0 gene NNMT
também mostrou significancia (p=0.03). Este € o primeiro estudo com o gene NNMT e FL/P.

O NNMT é uma enzima envolvida na sintese da S-adenosilhomocisteina (SAH),
precursora da homocisteina que cataliza nicotinamida e outras pirimidinas na reagdo que usa o
grupo metil durante a conversdo de S-adenosilmetionina (SAM) para SAH. Este gene
apresenta um papel importante na rota metabdlica da homocisteina, pois pode agir como um
modulador dos niveis de hcy no sangue. Souto et al., (2005) encontraram relacdo entre a
atividade do gene NNMT e a concentracéo de homocisteina no plasma.

Os nossos dados sugerem que os genes BHMT, MTRR e principalmente o gene NNMT
tém papel fundamental nas fissuras orais. Porém estudos adicionais sd0 necessarios para

confirmar esta hipétese. Os dados sugerem que estes genes podem influenciar o0 metabolismo
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de &cido fdlico em determinados individuos e estes poderiam ser alvo de suplementacdo com
acido folico para prevencéo de recorréncia de FL/P.

Sabe-se que ainda hd muito para ser pesquisado e a identificagdo dos genes
responsaveis pela FL/P ainda representa um grande desafio para todos os pesquisadores.
Deste modo, se espera que futuros estudos tragam novas descobertas em relacdo as FO NS e
gue segja possivel desvendar as causas, descobrindo novas alternativas para o diagnoéstico e o

tratamento desta complexa malformacao.
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ANEXO 1 - Extracdo de DNA - Méodo Puregene

Extracdo de DNA pelo M éodo de Puregene (Gentra Systems, Minneapolis, EUA)

Solucdo de Lise de Heméacias (RBC) 5 mM Cloreto de Magnésio (MgCh)
1mM EDTA pH 8,0
Solucdo deLise Celular (CLS) 10 mM Tampédo TrispH 7,5
1mM EDTA pH 8,0
1% SDS

Solucéo de Precipitacdo de Proteina 7,5 M Acetato de amdnio (NH4AC)

Outros Agentes Utilizados | sopropanol 100%
Etanol 70%
Tampéo TE 1X
RBC 0,5mL MgCh 1 M

0,2 mL EDTA 0,5M
100 mL &guadestilada
CLS 1mLTris1M
0,2 mL EDTA05M
10 mL SDS 10%
100 mL H,O destilada

Etapal—Lise Cdular

a) Adicionar 3 mL de sangue total a um tubo falcon de 15 mL contendo 9 mL da solugdo
de lise RBC. Inverter o tubo e incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.
Inverter pelo menos uma vez mais durante a incubacao;

b) Centrifugar por 10 minutos a 3400 rpm (2000g). Remover o sobrenadante deixando

um pellet visivel de células brancas e 100-200 pl de liquido residual;



C)

d)
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Vortexar o tubo vigorosamente para ressuspender as células brancas no supernadante
residual, o que facilita em muito a lise na etapa seguinte;

Adicionar 3 mL da solucéo de lise celular ao tubo contendo as células ressuspendidas
e misturar com pipeta de transferéncia diversas vezes até a solugdo ficar homogénea.
Ap6s misturar, nenhum residuo celular (ou aglomerado de células) deve ser visivel. Se
houverem residuos, incubar a 37°C até a solucdo ficar homogénea. A amostra é estavel

Se armazenada nessa solucao a temperatura ambiente por 18 meses,

Etapa 2 — Precipitacdo da Proteina

a)
b)

Resfriar a amostra até a temperatura ambiente;

Adicionar 1 mL da solucdo de precipitacdo de proteina ao lisado celular;

Vortexar vigorosamente por 20 segundos para misturar a solucdo uniformemente com
o lisado celular;

Centrifugar a 3400 rpm por 10 minutos. As proteinas precipitadas formardo um pellet

marrom escuro e compacto;

Etapa 3 — Precipitacdo do DNA

a)

b)

d)

Transferir o sobrenadante contendo o DNA para um tubo falcon de 15 mL contendo
3mL de isopropanol 100%;

Inverter o tubo lentamente cerca de 50 vezes até que aparegcam 0s “novelos’ de DNA;
Centrifugar a 3400 rpm por 3 minutos, 0 DNA sera visivel como um pellet branco
pegueno;

Retirar o sobrenadante e drenar o tubo em papel absorvente. Adicionar 3 mL de etanol
70%. Inverter o tubo vérias vezes para lavar o pellet de DNA (desgrudar o pellet);
Centrifugar a 3400 rpm por 2 minutos. Retirar o sobrenadante cuidadosamente.O
pellet podera estar solto, por isso € preciso inverter o tubo lenta e cuidadosamente para

ndo perdé-1o;
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f) Drenar o tubo em papel absorvente e deixar a amostra “secar” a temperatura ambiente

por 15 minutos;

Etapa 4 — Hidratacdo do DNA

a) Adicionar 200-250 ul de tampéo TE 1X que resulta em uma concentracéo aproximada
de 400 pg/ . Deixar o DNA hidratar neste tampéao a temperatura ambiente por 12-24
horas ou alternativamente, incubar o DNA a 65° C por 1 horg;

b) Armazenar o DNA a-20°C;
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ANEXO 2



161

ANEXO 2—-METODO PARA IDENTIFICACAO DO POLIMORFISMO CBS 844ins68

O polimorfismo CBS 844ins68 foi identificado pelo método da Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) de acordo com MORRISON et al.(1998) com 0s seguintes primers:

F: 5" CTGGCCTTGAGCCCTGAA 3

R: 3" GGCCGGGCTCTGGACTC 5

A PCR foi realizada num volume total de 10uL, contendo 5.0pL de tampdo com
dNTP (2mM) (Biolase), 05 uyL DMSO, 1 uL de cada primer (20pmol/uL), 0,2 pL de
TagPolimerase, 1 uL DNA gendmico (20ng/uL) e 3,2 uL de &gua bidestilada e deionizada.
Os parémetros da PCR foram: desnaturacdo inicia a 94°C por 5 minutos; seguida de 35
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 40 segundos, anelamento a 57°C por 40 segundos;
extensdo a 72 °C por 40 segundos e extensdo final a 72 °C por 10 minutos.

A presenca dos fragmentos amplificados pela PCR foram verificadas em gel de
agarose a 2% (200mL tampdo TBE na concentragdo 0,5x + 4g agarose). Os fragmentos foram
visualizados ap0s eletroforese a 150 volts por 40 minutos. O fragmento de 184pb identifica
um alelo selvagem; o fragmento de 252 pb identifica o alelo com a inser¢éo de 68 pb (Figura

8).
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Figura 8 - Visuaizacdo da PCR paraidentificacdo do polimorfismo CBS 844ins68.

Nas linhas 1, 4, 6, 7, 8 individuos homozigotos sem inser¢do, na linha 2 marcador com 1000 pb, na linha 3

branco, nas linhas 5 e 10 individuos heterozigotos (dois fragmentos, um com 252 pb e outro com 184 pb) e na
linha 9 individuo homozigoto com insercdo 68 pb.
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ANEXO 4



