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1. INTRODUCAO

A homocisteina (Hcy) € um aminoacido ndo essencial que atua no
metabolismo da metionina (HARBOE-GONCALVES et al.,, 2005). O aumento da
concentragdo plasmatica de Hcy estd associado ao risco de desenvolvimento de
muitas doencas incluindo aterosclerose nos vasos coronarios e cerebrais (NETO et
al., 2001), alguns tipos de céanceres (CUI et al., 2010), defeitos congénitos, diabetes,
osteoporose, doencas neurodegenerativas, autoimunes, renais e neuropsiquiatricas
(BRUSTOLIN et al., 2010).

A Hcy plasmatica é influenciada por fatores fisiolégicos, como género e etnia
(NEVES et al., 2004), fatores nutricionais, como status do acido félico e as vitaminas
B6 e B12, além de fatores hereditarios, como mutacdes nos genes que codificam
enzimas que participam do seu metabolismo (SISLASTE et al., 2001). Dentre esses
fatores, encontra-se 0 gene que codifica a enzima metionina sintase redutase
(MTRR), localizado no cromossomo 5 (5p15.3), que € responsavel pela manutencéo
do estado ativo da enzima metionina sintase (MTR), a qual catalisa a remetilacdo da
homocisteina em metionina em uma reagao colabamina (vitamina B12) dependente
(YAMADA et al., 2006).

Polimorfismos no gene da MTRR podem causar o comprometimento da
funcdo enzimética levando a uma baixa afinidade por MTR. Dentre os polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNPs) descritos na literatura, encontra-se o0 SNP 66A>G
(rs1801394) que corresponde a troca do nucleotideo adenina por guanina,
resultando na substituicdo do aminoacido isoleucina por metionina na proteina final
(BAILEY & GREGORY, 1999).

O estudo da coorte de nascimentos de 1982 incluiu 5.914 individuos que
nasceram em Pelotas/RS, Brasil, desde 1° de janeiro até 31 de dezembro do ano de
1982 e residiam na zona urbana deste municipio. Um novo acompanhamento desta
coorte foi realizado em 2004/2005 quando também foi coletada uma amostra de
sangue de 3.831 participantes, que permitiu 0 armazenamento de soro e extracdo de
DNA (VICTORA et al., 2003).

Este trabalho tem o objetivo de descrever a frequéncia alélica e genotipica do
SNP 66A>G do gene da MTRR em uma subamostra de 905 participantes da coorte
de nascimentos de 1982, segundo sexo e cor da pele autorreferida.
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2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Fisiologia Molecular,
localizado no Departamento de Fisiologia e Farmacologia do Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Pelotas (UFPEL).

As amostras de DNA da coorte de 1982 foram extraidas a partir de leucécitos
de sangue venoso periférico utilizando o protocolo de Miller modificado (MILLER et
al.,1988). A genotipagem foi realizada em 23,6% (n=905) do total de amostras da
coorte de 1982.

A preparagdo das amostras incluiu uma etapa de leitura das concentragdes
de DNA através do equipamento NanoVue Plus (GE Healthcare, USA), seguida de
diluicdo com tampéo TE (tris-EDTA), a fim de se obter uma concentragéo final de
DNA de 20 ng/uL™ por amostra.

A genotipagem foi realizada através da técnica de discriminacdo alélica
utilizando o ensaio de TagMan® do tipo MGB (Minor Groove Binding), no 7500 Fast
Real Time PCR System (Applied Biosystems). A sonda (C_3068176_10, Applied
Biosystems) utilizada apresenta o fluoréforo repérter VIC®, para detectar o alelo A, e
o fluoréforo reporter FAM®, que detecta o alelo G. A andlise do polimorfismo foi
realizada por gréficos de clusters gerados pelo equipamento, da seguinte forma:
maior fluorescéncia emitida pela sonda marcada com VIC® corresponde ao
homozigoto selvagem AA, maior fluorescéncia emitida pela sonda marcada com
FAM® indica o homozigoto mutado GG, enquanto que a emissdo de ambas as
fluorescéncias remetem ao heterozigoto AG.

As variaveis biologicas (sexo e cor da pele autorreferida) foram obtidas do
banco de dados da coorte de 1982 pertencentes ao Centro de Pesquisas
Epidemiolégicas - UFPEL. Os resultados foram analisados pelo Teste Qui-quadrado,
e os dados obtidos foram avaliados através do programa estatistico STATA 10.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia alélica observada na subamostra foi de 0,53 para o alelo A e
0,47 para o alelo G. A frequéncia genotipica foi de 28,3% (n=256) para o genétipo
AA, 50,2% (n=454) para o genoétipo AG, e 21,5% (n=195) para o genoétipo GG. A
distribuicdo dos alelos do SNP 66A>G do gene da MTRR na subamostra em estudo
se encontra em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (3 = 0,056, p=0,812).

Dentre os individuos estudados 51,8% (n=469) eram mulheres e 48,2%
(n=436) eram homens. As distribuicdes alélica e genotipica segundo o sexo do
individuo estdo apresentadas na Tab. 1, as quais se encontram em EHW tanto entre
os homens (x* = 0,048; p=0,826) quanto entre as mulheres (x* = 0,298; p=0,584).
N&o foi observada diferenca na distribuicdo genotipica entre os sexos (p = 0,794).

A variavel cor da pele autorreferida foi dividida em duas categorias: brancos,
que correspondem a 70,5% (n=638) dos individuos e ndo brancos que
correspondem a 29,5% (n=267). As distribuicdes alélica e genotipica segundo a cor
da pele autorreferida estdo apresentados na Tab. 2 e se encontram em EHW para
os individuos brancos (y*> 0,514; p=0,473) e para os ndo-brancos (y*® 0,081;
p=0,775), mostrando uma diferenca significativa (p=0,001).

Os dados depositados no dbSNP (NCBI) apontam uma frequéncia alélica
para individuos caucasianos europeus (HapMapCEU) de 0,55 para o alelo A e de
0,45 para o alelo G e para individuos africanos sub-saharianos (HapMap YRI) de
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0,77 para o alelo A e 0,23 para o alelo G. Na amostra estudada foi observado um
maior numero de individuos autorreferidos como da cor branca, concordando com as
frequéncias observadas em caucasianos europeus, embora néo tenha sido realizado
estudo de marcadores de ancestralidade.

Tabela 1 — Distribuicdo alélica e genotipica do polimorfismo 66A>G do gene da MTRR em uma
amostragem da coorte de 1982, segundo o sexo do individuo.

Sexo Alelo A Alelo G Genotipo AA Genodtipo AG  Gendtipo GG
Feminino 0,54 0,46  28,4% (n=133) 51,0% (n=239) 20,7% (n=97)
Masculino 0,53 0,47 28,2% (n=123)  49,3% (215)  22,5% (n=98)

*n = namero total de individuos

Tabela 2 — Distribuicdo alélica e genotipica do polimorfismo 66A>G do gene da MTRR em uma
amostragem da coorte de 1982, segundo a cor da pele autorreferida.

Cordapele AleloA AleloG Gendtipo AA Gendtipo AG Gendtipo GG

Branca 0,51 0,49 24,9% (n=159) 51,4% (n=328) 23,7% (n=151)

N&o branca 0,60 0,40 36,3% (n=97)  47,2% (126)  16,5% (n=44)

*n = nimero total de individuos

4. CONCLUSAO

N&o foi encontrada diferenca na distribuicdo alélica e genotipica do SNP
66A>G entre homens e mulheres estudados. Porém, foi possivel observar uma
diferenga na distribuicdo em relagdo a variavel cor da pele autorreferida, onde uma
maior frequéncia de homozigotos para o alelo A (AA) foram observados entre os
individuos nado-brancos e uma maior frequéncia do alelo G (GG) foram observados
entre os individuos de cor branca

A descri¢do das frequéncias alélicas e genotipicas do gene da MTRR em uma
subamostra de individuos pertencentes a coorte de nascimentos de 1982 constitui
um dado importante para a caracterizacdo genética desta populacdo. A partir desse
conhecimento, € possivel investigar a interacdo entre genes e ambiente e seu
envolvimento no mecanismo que leva a doencas complexas. Além disso, a busca
por marcadores genéticos relacionados ao aumento da suscetibilidade a doencas
cronicas complexas nao transmissiveis visa refletir na melhora da qualidade de vida
dos individuos e de seus familiares.
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