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Resumo 

 

TESSMANN, Josiane Weber. Distribuição dos níveis de homocisteína em 
indivíduos pertencentes à Coorte de 1982, Pelotas-RS, segundo os genótipos 
do MTRR 66A>G. 2013. 49f. Trabalho de Conclusão de Curso – Curso de 
Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 

 

A homocisteína (Hcy), um aminoácido não essencial formado a partir da metionina, 
quando presente em elevadas concentrações no plasma sanguíneo pode ser um 
fator de risco para diversas doenças. Seus níveis plasmáticos são influenciados por 
fatores biológicos (gênero e etnia), fatores nutricionais (status do ácido fólico e das 
vitaminas B6 e B12), fatores comportamentais (fumo e álcool) além de fatores 
genéticos. Diversos genes são potenciais candidatos a marcadores de 
suceptibilidade à elevação dos níveis de Hcy, dos quais podemos destacar o gene 
que codifica a enzima Metionina Sintase Redutase (MTRR). A MTRR está envolvida 
na regulação da via metabólica da Hcy, sendo responsável pela manutenção do 
estado ativo da enzima Metionina Sintase (MTR), a qual catalisa a remetilação da 
Hcy em metionina em uma reação dependente de vitamina B12. Estudos 
epidemiológicos indicam que polimorfismos no gene da MTRR podem estar 
relacionados com o aumento dos níveis de Hcy. Dentre estes se encontra o SNP 
66A>G (rs1801394) que resulta na substituição do aminoácido isoleucina por 
metionina na proteína final. Assim, o objetivo deste trabalho foi descrever a 
distribuição dos níveis de homocisteína em indivíduos pertencentes à coorte de 
nascimentos ocorridos na cidade de Pelotas-RS no ano de 1982 distribuídos 
segundo os genótipos do SNP 66A>G do gene da MTRR, além de avaliar a 
associação do polimorfismo com gênero e cor da pele autorreferida. A genotipagem 
das amostras foi realizada através do ensaio de TaqMan®, no 7500 Fast Real Time 
PCR System (Applied Biosystems). Das 3.831 amostras de DNA da coorte de 82, 
foram genotipadas 3.814, com a seguinte distribuição genotípica para o SNP 66A>G: 
AA = 30,2%, AG = 48,7% e GG = 21,1%. A distribuição alélica e genotípica 

encontra-se em Equilíbrio de Hardy-Weinberg (2 = 1,342 e p = 0,247), sendo a 
frequência do alelo menos comum igual a 0,45 (alelo G). Foi observada uma 
associação do SNP 66A>G com a cor da pele autorreferida pelo participante (p < 
0,001). Por outro lado, a distribuição dos genótipos não foi diferente entre os 
homens e as mulheres estudadas (p = 0,201). Da mesma forma, o polimorfismo não 
foi associado aos níveis de Hcy plasmáticos na coorte de 1982 (p = 0,417). Em 
conclusão, os níveis de Hcy não são diferentes entre os genótipos do polimorfismo 
66A>G do gene da MTRR. A associação do SNP com a cor da pele autorreferida 
deve ser confirmada através de marcadores de ancestralidade. Investigações 
complementares devem ser realizadas a fim de se buscar novos marcadores 
genéticos associados aos níveis de Hcy, ampliando o conhecimento sobre a 
interação gene-ambiente no mecanismo de doenças crônicas complexas 
relacionadas a esse aminoácido e que acomentem um número cada vez maior de 
indivíduos.  
 
Palavras-chave: Homocisteína. Metionina Sintase Redutase. Polimorfismos. Estudos 
de Coortes.  
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Abstract 

 

TESSMANN, Josiane Weber. Distribution of homocysteine levels in individuals 
from 1982 Cohort, Pelotas-RS, according to the genotypes of the MTRR 66A>G. 
2013. 49. Trabalho de Conclusão de Curso – Curso de Bacharelado em 
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 

 

The homocysteine (Hcy) is a non-essential aminoacid synthesized from methionine. 
Hcy in high concentrations can be a risk factor for many diseases. Its plasmatic levels 
are influenced by biological, genetic and nutrition factors, such as folic acid status 
and B6 and B12 vitamins. Several genes are potential candidates for markers of 
susceptibility to Hcy level increasing, for example, the gene encoding the enzyme 
Methionine Synthase Reductase (MTRR). MTRR is involved in the regulation of 
metabolic pathway of Hcy. It is responsible for maintaining the active state of the 
Methionine Synthase (MTR) enzyme, which catalyzes the remethylation of the Hcy in 
methionine in a reaction dependent on vitamin B12. Epidemiological studies indicate 
that polymorphisms in the MTRR gene may be related to increased levels of Hcy. 
Among these, is found the SNP 66A>G (rs1801394) that results in the isoleucine to 
methionine substitution in the final protein. The objective of this study was to describe 
the levels of Hcy in 1982 cohort individuals distributed according to the MTRR 66A>G 
genotypes and also to evaluate the association of the polymorphism with gender and 
self-reported skin color. The genotyping was performed by TaqMan® assay using the 
7500 Fast Real Time PCR System (Aplied Biosystems). From 3.831 DNA samples it 
were genotyped 3.814 ones. The distribution for the SNP 66A>G was: AA = 30.2%, 
AG = 48.7% and GG = 21.1%. The allelic and genotypic distributions were found in 

Hardy-Weinberg Equilibrium (2 = 1.342 and p value = 0.247), being the minor allele 
frequency of 0.45 for G allele.  It was found an association of SNP 66A>G with self-
reported skin-color (p <0.001). On the other hand, the genotype distribution was not 
different between men and women studied (p = 0.201). Also it was not found an 
association between the polymorphism and the Hcy levels (p = 0.417). In conclusion, 
the Hcy levels are not different between the MTRR 66A>G genotypes. The 
association of this polymorphism with self-reported skin-color should be confirmed 
using ancestrality markers. Complementary researches to this study must be 
conducted in order to amplify the knowledge of gene-environment interactions and its 
involvement in the pathophysiologic mechanism of complex diseases that affect an 
increasing number of individuals in different populations.  
 
Keywords: Homocysteine. Methionine Synthase Reductase. Polymorphism. Cohort 
Studies. 
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1 Introdução 

 

A homocisteína (Hcy) é um aminoácido não essencial que participa do 

metabolismo da metionina (GONÇALVES; VAZ; BUZZI, 2005). 

O aumento da concentração plasmática de Hcy está associado ao risco de 

desenvolvimento de muitas doenças. Dentre elas, destacam-se as doenças 

cardiovasculares (CLARKE et al., 2002), alguns tipos de cancêres (CUI et al., 2010), 

Síndrome de Down (JAMES, 2004), Alzheimer (MORRIS, 2003) defeitos congênitos 

(FÉLIX; LEISTNER; GIUGLIANI, 2004), aterosclerose nos vasos coronários e 

cerebrais (NETO; CHAGAS, 2001), diabetes, osteoporose, doenças 

neurodegenerativas, autoimunes, renais, neuropsiquiátricas (BRUSTOLIN; 

GIUGLIANI; FELIX, 2010), abortos e outras complicações da gravidez 

(VANNUCCHI; MELLO, 2007). 

A Hcy plasmática é influenciada por fatores biológicos, como gênero e etnia 

(NEVES; MACEDO; LOPES, 2004), fatores nutricionais, como status do ácido fólico 

e das vitaminas B6 e B12, fatores comportamentais, como fumo e álcool, além de 

fatores hereditários, como mutações nos genes que codificam enzimas que 

participam do seu metabolismo (SISLASTE et al., 2001). Dentre esses fatores, 

encontra-se, no cromossomo 5 (5p15.), o gene que codifica a enzima Metionina 

Sintase Redutase (MTRR). Tal enzima, é responsável pela manutenção do estado 

ativo da enzima Metionina Sintase (MTR), a qual, por sua vez, catalisa a remetilação 

da Hcy em metionina em uma reação colabamina (vitamina B12) dependente 

(YAMADA et al., 2006). 

O gene da MTRR é caracterizado por ser bastante polimórfico 

(ZAVADAKOVA; SOKOLOVA; KOZICH, 2003). A presença desses polimorfismos 

pode causar o comprometimento da função da enzima MTRR, levando a uma baixa 

afinidade pela MTR (BAILEY; GREGORY, 1999). 

Dentre os polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) descritos no gene da 

MTRR, encontra-se o SNP 66A>G (rs1801394) que corresponde à troca do 

nucleotídeo adenina (A) por guanina (G), na posição 66 da sequência do ácido 

desoxirribunucleio complementar (cDNA). Como resultado, ocorre a substituição do 

aminoácido isoleucina por metionina na proteína final (BAILEY; GREGORY, 1999). 
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Os SNPs do gene da MTRR têm sido associados ao aumento de 

suscetibilidade para algumas doenças (LARAQUI et al., 2006; ZENG et al., 2011). A 

associação do SNP 66A>G com níveis aumentados de Hcy ainda é controversa. 

Diante disto, é importante estudar em diferentes populações a associação 

deste polimorfismo com variáveis de interesse. Portanto, o presente estudo visa 

descrever a distribuição dos níveis de homocisteína segundo os genótipos do SNP 

66A>G do gene da MTRR, além de investigar a associação do polimorfismo com 

gênero e cor da pele autorreferida em indivíduos pertencentes à coorte de 

nascimentos de 1982, Pelotas-RS.  

Cabe salientar ainda que, SNPs constituem a base molecular da variação 

fenotípica entre os indivíduos e, que fatores nutricionais são fatores de risco para 

doenças crônicas não transmissíveis. A investigação das interações gene-ambiente 

contribuem para o entendimento de mecanismos fisiopatológicos envolvidos em 

doenças crônicas complexas que acometem um número crescente de indivíduos em 

diferentes populações. 
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2 Objetivos 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Descrever a distribuição dos níveis de homocisteína segundo os genótipos 

do SNP 66A>G do gene da MTRR, além da associação do polimorfismo com 

variáveis demográficas em indivíduos pertencentes à coorte de nascimentos de 

Pelotas do ano de 1982. 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 

Descrever as frequências alélicas e genotípicas do SNP 66A>G do gene da 

MTRR em indivíduos da coorte de 1982. 

 

Descrever as frequências alélicas e genotípicas do SNP 66A>G do gene da 

MTRR em indivíduos da coorte de 1982, de acordo com o gênero. 

 

Descrever as frequências alélicas e genotípicas do SNP 66A>G do gene da 

MTRR em indivíduos da coorte de 1982, de acordo com a cor da pele autorreferida. 
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3 Revisão de Literatura 

 

3.1 Aspectos gerais 

 

A metionina é um aminoácido essencial presente nos alimentos que 

contenham proteínas animais. Encontra-se, juntamente com seus produtos 

metabólicos, envolvida em vários processos biológicos, como metilação e síntese de 

lipídeos, de proteínas e de ácido desoxirribonucleico (DNA) (SELHUB, 1999a). A 

rota metabólica da metionina dá origem a um importante produto, a homocisteína 

(Hcy).  

A Hcy é um aminoácido não essencial, não proteinogênico, com peso 

molecular de 135,1 g e que contém um grupamento de enxofre na sua estrutura 

(NURK et al., 2001). Na circulação cerca de 80-90% da Hcy encontra-se ligada a 

proteínas, principalmente a albumina, enquanto 10-20% dá origem de forma 

espontânea a di-sulfídios como a homocistina, que corresponde a duas moléculas 

de Hcy ou a cisteína-homocisteína. O restante, menos de 1%, permanece na forma 

livre (MANSOOR et al., 1995). A soma das concentrações de todas essas formas é 

chamada de Hcy total ou Hcy plasmática (GONÇALVES; VAZ; BUZZI, 2005).  

Uma das funções da Hcy é a reciclagem de folatos intracelulares, de modo 

que sua rota metabólica está fortemente envolvida no metabolismo dessa molécula. 

O folato, também conhecido como ácido fólico ou vitamina B9 é uma 

vitamina hidrossolúvel do complexo B, presente em frutas e vegetais. Atua na 

síntese de DNA, de ácido ribonucleico transportador (tRNA) e de aminoácidos 

(ESKES, 1997), no reparo do genoma, na regulação gênica, na formação de mielina 

e na síntese de neurotransmissores (GORDON, 2009). 

 

3.2 Rota metabólica da homocisteína 

 

A Hcy participa da interseção de duas vias metabólicas: remetilação à 

metionina e transulfuração. A via de remetilação ocorre preferencialmente no jejum, 

quando os níveis de metionina estão baixos, contribuindo para a sua regeneração. 

Por outro lado, a via de transulfuração é ativada quando há sobrecarga de 

metionina, resultando na produção de cisteína (NEVES; MACEDO; LOPES, 2004; 

WIERZBICKI, 2007).  
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Em indivíduos que consomem alimentos contendo metionina, como por 

exemplo, carne bovina, ovos, leites entre outros, 70% da Hcy entra na via de 

transulfuração. Por outro lado, naqueles que não consomem alimentos ricos em 

metionina ou que estão em jejum, a via de remetilação é favorecida e apenas 10% 

entra na via de transulfuração (NEVES; MACEDO; LOPES, 2004) 

Além disso, a Hcy ainda é transportada para o meio extracelular ajudando a 

manter baixas as concentrações intracelulares que são potencialmente citotóxicas 

(CHRISTENSEN et al., 1997). 

 

3.2.1 Via de remetilação 

 

O nível plasmático de Hcy é regulado pela quantidade de folato disponível 

(BRANDALIZE, 2009), pois é na via de remetilação que a Hcy compartilha reações 

com o ciclo do folato.  

 Após a metionina entrar no organismo, a enzima Metionina 

Adenosiltransferase (MAT) transfere um grupo adenosil da adenosina trifosfato 

(ATP) para o átomo de enxofre da metionina e forma S-adenosilmetionina (SAM) 

(AMORIM et al., 2011). SAM é um importante produto para as reações de metilação 

que ocorrem no organismo. Problemas na síntese de SAM podem levar a um estado 

de hipometilação (SMULDERS et al.,  2006). Cerca de 80% das reações 

(ROTHENVERG, 1999) de síntese de DNA, ácido ribonucleico (RNA), proteínas, 

neurotransmissores, hormônios, ácidos graxos, polissacarídeos e fosfolípideos, 

dependem da presença de SAM (CHIANG, 1996). Posteriormente a formação de 

SAM, ocorre a transferência do grupamento metil para um aceptor formando S-

adenosilhomocisteína (SAH) que, quando é hidrolisada pela S-adenosilhomocisteína 

Hidrolase (SAHH), leva à formação de Hcy e adenosina. Essa reação é reversível e 

favorecida pelo aumento nos níveis de Hcy (WEIR et al., 1992). 

A Hcy formada recebe um grupo metil do N-5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF), 

um produto intermediário do ciclo do folato, o qual se converte em Tetrahidrofolato 

(THF) (STANGER et al., 2009). Essa reação é catalisada pela Metionina Sintase 

(MTR) e tem como produto final a metionina, reiniciando o ciclo (ZHANG et al., 

2005). 

A enzima MTR possui como cofator a cob(I)alamina, ou vitamina B12, que é 

uma vitamina hidrossolúvel, sintetizada exclusivamente por microrganismos 
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(GILLHAM et al., 1997), e está presente nos alimentos de origem animal, 

especialmente leite, carne e ovos (MAHAN et al., 1998). 

A cobalamina se encontra fortemente ligada à MTR durante a reação e serve 

como carreador intermediário de grupos metil provenientes do 5-MTHF (LECLERC 

et al., 1996). Após a reação transforma-se em metilcobalamina, que finalmente 

permite a transferência de metil para a Hcy (RIBEIRO et al., 2002). 

A cob(I)alamina depois de participar de um certo número de reações pode 

se oxidar a cob(II)alamina ou a cob(III)alamina, o que deixa a MTR inativa. Sua 

regeneração funcional necessita da enzima metionina sintase redutase (MTRR), a 

qual promove a redução à cob(I)alamina, que possui a SAM como doador do 

grupamento metil para a reação (MATTHEWS et al., 1998) Portanto, MTRR 

desempenha um importante papel na manutenção da cobalamina e pode ser um 

fator determinante das concentrações de Hcy. 

 

3.2.1.1 Via do Folato  

 

O ácido fólico, após ser consumido, é reduzido pela enzima Dihidrofolato 

Redutase (DHFR) à THF, sua forma ativa. O THF é convertido a 5,10-

metilenotetrahidrofolato (5,10 MTHF) pela enzima 5,10 Metiltetrahidrofolato 

Redutase (5,10 MTHFR) (ESKES, 1997). A 5,10 MTHFR é alvo de inibição alostérica 

pela SAM (AMORIM et. al., 2011). 

A enzima Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR) converte o 5,10 MTHF 

em 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF), que transfere seu grupo metil para a Hcy e 

volta a ser THF, o qual segue na via metabólica para a síntese de DNA e RNA 

(ESKES, 1997). 

  

3.2.2 Via de transulfuração  

  

Na via de transulfuração, a enzima Cistationina β-Sintase (CBS), 

dependente de piridoxal fosfato (vitamina B6), catalisa a reação de condensação da 

Hcy com a serina, formando a cistationina. Essa reação é irreversível e regulada 

pela SAM. A cistationina formada é clivada pela γ-cistationase para formar 2-

oxoglutarato e cisteína. Essa reação também é dependente de vitamina B6 

(AMORIM et. al., 2011). 
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3.3 Hiper-homocisteinemia 

 

A hiper-homocisteinemia (Hhcy), que corresponde à elevação dos níveis de 

Hcy no plasma, é observada em aproximadamente 5% da população em geral e 

está associada ao risco de desenvolvimento de muitas doenças, tais como doenças 

cardiovasculares (CLARKE et al., 2002), alguns tipos de cancêres (CUI et al., 2010), 

Síndrome de Down (JAMES, 2004), Alzheimer (MORRIS, 2003) defeitos congênitos 

(FÉLIX; LEISTNER; GIUGLIANI, 2004), aterosclerose nos vasos coronários e 

cerebrais (NETO; CHAGAS, 2001), diabetes, osteoporose, doenças 

neurodegenerativas, autoimunes, renais, neuropsiquiátricas (BRUSTOLIN; 

GIUGLIANI; FELIX, 2010), abortos e outras complicações da gravidez 

(VANNUCCHI; MELLO, 2007). 

Entre os mecanismos fisiopatológicos de danos associados pelas altas 

concentrações de Hcy se incluem: danos celulares mediados por radicais livres 

(KANANI et al., 1999), oxidação do LDL-colesterol, com deposição na parede 

celular, lesão da célula endotelial, proliferação de células lisas vasculares 

(VANNUCCHI; MELLO, 2007), ativação plaquetária causando distúrbios na 

coagulação (PALOMO; TORRES; GUZMÁN, 2007) e regulação de leucócitos 

(DUDMAN, 1999). 

A alteração da concentração de Hcy no plasma pode ser classificada como, 

leve (entre 14 e 16 µmol L-1), moderada (entre 16 e 30 µmol L-1) e grave (entre 31 e 

100 µmol L-1) (KANG, 1996). Porém, é ideal que cada população determine seus 

próprios valores, para uma possível detecção de Hhcy (TADDEI-GRAVINA et al., 

2005). 

O aumento do nível plasmático de Hcy pode ser causado por alterações na 

via do metabolismo da homocisteína-folato, por meio de fatores ambientais e 

genéticos. Dentre os fatores ambientais, podemos destacar os nutricionais 

(deficiência de vitamina B12 e folato), fisiológicos (idade, sexo), estilo de vida 

(tabagismo, sedentarismo), ação de alguns fármacos e algumas doenças (TADDEI-

GRAVINA et al., 2005).  Os fatores genéticos incluem mutações nos genes das 

enzimas que participam do metabolismo da homocisiteína-folato (SISLASTE et al., 

2001). 
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3.3.1 Fatores que influenciam os níveis de homocisteína plasmática 

 

3.3.1.1 Vitamina B12 

 

A deficiência de vitamina B12 causa diminuição da SAM, ocorrendo a 

redução de importantes reações de transmetilação no organismo (MORETTI et al., 

2004). A alteração do funcionamento da MTR leva a interrupção da conversão de 

Hcy em metionina, resultando em Hhcy (VENÂNCIO; BURINI; YOSHIDA, 2004). 

Além disso, o aumento de 5-MTHF, decorrente do não funcionamento de 

MTR, juntamente com a deficiência de outros metabólitos como o 5,10 MTHF, levam 

a alteração na síntese de DNA (SNOW, 1999). 

A deficiência de vitamina B12 também pode ocasionar outros problemas 

como: transtornos hematológicos, neurológicos e cardiovasculares (ANDRES et al., 

2004). A dosagem adequada por dia é de 1500-6000 µg (AMORIM et al., 2011). 

 

3.3.1.2 Folato 

 

A molécula central do metabolismo do folato envolvido na via de remetilação 

da Hcy é o THF, que pode ser utilizado por outra via para a síntese de timidilato e 

purina, essenciais na formação de DNA (BALUZ; CARMO; ROSAS, 2002).  O 5,10-

MTHF atua como cofator para a enzima Timidilado Sintase (TS) que converte 

deoxiuridilato monofosfato (dUMP) para deoxitimidilato monofosfato (dTMP). Baixos 

níveis plasmáticos de 5,10 MTHF diminui a síntese de dTMP e  aumenta a 

probabilidade de incorporação errada de uracilo dUTP (GIOVANNUCCI et al., 1993), 

o que pode aumentar as quebras das fitas de DNA (MELSE-BOONSTRA et al., 

2002) . Isso potencialmente conduz a proto-oncogenese, com ativação e indução da 

transformação maligna (AMES, 2001; DUTHIE, 1999). Para a síntese de purina 

utiliza-se o 10-formil-THF (BALUZ; CARMO; ROSAS, 2002). 

As vias de remetilação e de transulfuração são reguladas pela SAM, que age 

de acordo com a disponibilidade de metionina ou folato. Dependendo da 

concentração de SAM pode ocorrer ativação ou inibição da MTHFR. Baixas 

concentrações de SAM, provavelmente decorrentes de baixa ingestão de metionina, 

aumentam a atividade da MTHFR, o que acarreta na redução de folato intracelular e 
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sua utilização na via de metilação necessária à reposição de SAM (BALUZ; CARMO; 

ROSAS, 2002).   

Alta concentração de SAM inibe a MTHFR, o que faz com que a 5-MTHF 

também sofra redução, levando a uma diminuição da metilação da Hcy.  Quando 

isso acontece, há aumento da atividade de CBS e a via de transulfuração é ativada 

(SELHUB; MILLER, 1992). O folato intracelular se mantém na forma não metilada e 

é utilizado para a síntese de nucleotídeos (BALUZ; CARMO; ROSAS, 2002). 

Portanto a deficiência de folato pode afetar a metilação do DNA que é importante 

para a regulação gênica (KIM, 1999).  

 

3.3.1.3 Sexo  

 

Os homens apresentam um aumento de aproximadamente 21% nos níveis 

de Hcy em comparação àqueles observados nas mulheres (AMORIM et al., 2011). 

Assim como, mulheres pós-menopáusicas têm níveis superiores àquelas pré-

menopáusicas (LUSSIER-CANCAN; XHIGNESSE; PIOLOT, 1996), isto 

provavelmente pelo efeito do estrógeno no metabolismo da Hcy (AMORIM et al., 

2011). 

 

3.3.1.4 Idade 

 

A concentração de Hcy aumenta com a idade, aproximadamente de 10,8 

mmol L-1 na idade de 40-42 anos para 12,4 mmol L-1 entre 65 e 67 anos (NURK et 

al., 2001).  

  

3.3.1.5 Genéticos 

 

O metabolismo homocisteína-folato pode ser influenciado por diversos 

genes, que interagem para regular a resposta a diferentes sinais. Dentre tais genes 

estão, o gene MTHFR (GUDNASON et al., 1998), o MTRR (LECLERC et al., 1996), 

o MTR e o CBS (MONSEN; UELAND, 2003). 
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3.4 Gene da MTRR  

 

A enzima MTRR é codificada pelo gene MTRR que se localiza no 

cromossomo 5 (5p15.3) (YAMADA et al., 2006). 

Polimorfismos no gene da MTRR podem causar o comprometimento da 

função enzimática levando a uma baixa afinidade por MTR. Este gene apresenta-se 

bastante polimórfico, contendo mais de dez SNPs presentes em regiões exônicas 

(ZAVADAKOVA; SOKOLOVA; KOZICH, 2003). 

Dentre os SNPs descritos na literatura, encontra-se o SNP 66A>G 

(rs1801394). Este corresponde à troca do nucleotídeo adenina (A) por guanina (G), 

na posição 66 da sequência de cDNA, resultando na substituição do aminoácido 

isoleucina por metionina na proteína final (BAILEY; GREGORY, 1999). 

A presença do alelo G leva a redução da atividade da enzima MTRR, que 

chega a exibir uma atividade quatro vezes menor que a proteína selvagem in vivo 

(OLTEANU; MUNSON; BANERJEE, 2002). Em comparação com SNPs presentes 

em outros genes da rota homocisteína-folato, a contribuição da variante MTRR 

66GG para os níveis de Hcy total é metade do efeito do polimorfismo MTHFR 

677TT, e duas vezes o efeito do polimorfismo MTR 2756AA (FEIX et al., 2004). 

 Embora ainda não esteja bem esclarecido o verdadeiro efeito deste 

polimorfismo na atividade da enzima MTRR, sabe-se que este SNP se encontra 

dentro do domínio de ligação da proteína com o mononucleotído de flavina (FMN) 

(LECLERC et al., 1998). Isto sugere que a troca de isoleucina por metionina poderia 

afetar a interação da proteína com o FMN (WILSON et al., 1999). 

Alguns estudos epidemiológicos indicam que o SNP 66A>G do gene da 

MTRR, está envolvido com o risco de desenvolvimento de algumas doenças, tais 

como: carcinoma epidermóide de esôfago (SOLOMON et al., 2003); 

desenvolvimento de transtornos do espectro autista (GODOY, 2010) e câncer de 

cabeça e pescoço (ZHANG et al. 2005).  

Em relação a doenças cardiovasculares, foi descrito que o SNP 66A>G 

quando associado ao SNP 424C>T, também presente no gene da MTRR, constitui 

um fator de risco para o desenvolvimento de cardiopatias congênitas (ZENG et al., 

2011). Por outro lado, o SNP 66A>G isolado não foi associado à doença arterial 

coronariana. Porém, quando associado ao SNP 2756A>G presente na MTR foi 
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observado um aumento nos níveis de Hcy, contribuindo para o risco de 

desenvolvimento de doença arterial coronariana (LARAQUI et al., 2006). 

 

3.5 Coortes de Nascimentos 

 

Estudos de ciclo vital, como os estudos de coortes de nascimentos são 

importantes para a compreensão de processos biológicos, comportamentais e 

psicossociais que operam ao longo da vida do indivíduo. Tais estudos permitem 

investigar a influência dos efeitos de exposições precoces sobre a saúde, ou sobre o 

risco de desenvolvimento de doenças crônicas durante as várias fases da vida do 

indivíduo, ou seja, a gestação, a infância, a adolescência, a fase adulta e a velhice. 

Portanto, são estudos-chave para a compreensão dos efeitos de condições de vida 

intra-uterina e durante a infância e o desenvolvimento de doenças crônicas na vida 

adulta (OSLER et al., 2004). 

Existem amplos estudos de coortes de nascimentos realizados em diferentes 

países, tais como: The Avon Longitudinal Study of Parents and Children (ALSPAC) 

(FRASER et al., 2012) e o Millennium Cohort Study (MCS), ambos no Reino Unido 

(SMITH; JOSHI, 2002); The Cebu Longitudinal Health and Nutrition Survey (CLHNS), 

nas Filipinas (ADAIR et al., 2010); The National Children’s Study (NCE), nos Estados 

Unidos (LANDRIGAN et al., 2006) e Birth to Twenty na África do Sul (RICHTER et 

al., 2007).  

No Brasil, a primeira coorte de nascimentos foi realizada em Ribeirão Preto – 

SP, no ano de 1978 incluindo 6.827 nascimentos. Uma segunda coorte nesta 

mesma região foi iniciada em 1994 com 2.846 participantes. Outro estudo de coorte 

também foi realizado em São Luis - MA, no ano de 1997-1998, incluindo 2.443 

participantes (CARDOSO et al. 2007). 

Neste contexto, foi iniciado em Pelotas – RS pelo Programa de Pós 

Graduação em Epidemiologia (PPGE) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), 

o estudo da coorte de nascimentos do ano de 1982. Posteriormente outros dois 

estudos de coortes foram desenvolvidos com intervalo de 11 anos entre eles, a 

coorte de 1993 e a coorte de 2004 (BARROS et al., 2008). 

A coorte de 1982 representa um estudo de ciclo vital, que é considerado um 

dos maiores e mais longos estudos de coortes de países em desenvolvimento 

(VICTORA et al., 2003). Neste estudo foram incluídos indivíduos que nasceram na 
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cidade de Pelotas, RS, Brasil, no período de 1 de janeiro a 31 de dezembro de 1982 

e que residiam na zona urbana deste município. Foram registrados 6.011 crianças 

nascidas em 3 maternidades responsáveis por 99,2% de todos os nascimentos na 

cidade, das quais 5.914 nasceram vivos (BARROS et al., 2008). 

Vários acompanhamentos foram realizados ao longo dos anos para coletar 

informações de caráter demográfico, biológico, sócio-econômico e reprodutivo, 

compondo um banco de dados com mais de 2.000 variáveis. As principais etapas do 

estudo aconteceram em 1983, 1984, 1986, 1995, 1997, 2000 e 2001. Um novo 

acompanhamento desta coorte foi realizado em 2004/2005 quando também foi 

coletada uma amostra de sangue de 3.831 participantes, que permitiu o 

armazenamento de soro e extração de DNA (VICTORA et al., 2003).  
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4 Materiais e métodos 

 

4.1 População estudada 

 

As amostras de DNA utilizadas neste estudo foram obtidas do banco de DNA 

da coorte de 1982 do PPGE da UFPel.  O banco de DNA é composto por 3.831 

amostras dos participantes que participaram do acompanhamento no ano de 

2004/2005 (VICTORA et al., 2003).  

Os dados referentes às variáveis cor da pele autorreferida em 3 categorias 

(“branca = indivíduos que se autorreferem como brancos”; “preta = indivíduos que se 

autorreferem como pretos ou mulatos”; e “outra = indivíduos que se autorreferem 

como amarelos ou índios”), sexo do recém-nascido e dosagens de Hcy foram 

obtidos do banco de variáveis da coorte de 1982, do PPGE. 

A variável cor da pele autorreferida e a coleta de soro, para a dosagem de 

Hcy, foram obtidas no ano de 2004-2055. A variável sexo corresponde ao sexo do 

recém-nascido obtido no ano de 1982 (BARROS et al., 2008). 

 Esse estudo faz parte do projeto intitulado “Estudo da associação de 

polimorfismos de genes codificadores de enzimas relacionadas ao metabolismo da 

homocisteína com fatores de risco para doenças crônicas não transmissíveis em 

indivíduos pertencentes às coortes de nascimentos ocorridos nos anos de 1982 e de 

1993, Pelotas-RS, Brasil”, o qual foi aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de 

Medicina da Universidade Federal de Pelotas. Cada participante da coorte assinou 

um termo de consentimento livre e pré-informado autorizando as análises propostas 

(Anexo 1). 

 

4.2 Extração de DNA 

 

A extração de DNA foi realizada no Laboratório de Fisiologia Molecular, 

pertencente ao Departamento de Fisiologia e Farmacologia do Instituto de Biologia 

da UFPel, no ano de 2004/2005. 

O DNA foi extraído a partir de leucócitos de sangue periférico utilizando a 

metodologia de salting-out, baseado no protocolo de Miller (1998). 
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As amostras de DNA se encontram armazenadas em 3 alíquotas separadas, 

uma em freezer -80°C e, duas em freezer – 20°C, formando o banco de DNA da 

coorte de 1982. 

 

4.3 Quantificação do DNA 

 

A quantificação do DNA foi realizada no Laboratório de Genômica Funcional, 

do Centro de Desenvolvimento Tecnologico – CDTec da UFPel, no ano de 2011. 

A leitura da concentração de DNA e a relação entre as absorbâncias 

260/280 nm (RAT) foi realizada por espectrofotometria, através do equipamento 

NanoVue®  (GE Healthcare - USA) utilizando-se 1 µL de cada amostra na leitura.  

 

4.4 Diluição do DNA 

 

Foi preparada uma diluição do DNA utilizando-se tampão TE (Tris-EDTA), a 

fim de se obter a concentração final de 20 ng µL-1 para ser utilizada na reação de 

genotipagem por discriminação alélica com o uso de sondas TaqMan®. A diluição foi 

mantida à 4C até seu uso nas reações de genotipagem. 

 

4.5 Genotipagem 

  

A genotipagem foi realizada no Laboratório de Genômica e 

Fitomelhoramento, pertencente à Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da UFPel. 

A genotipagem do SNP 66A>G (rs1801394) do gene da MTRR foi realizada 

através da técnica de discriminação alélica utilizando o ensaio comercial TaqMan® 

no equipamento 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems by Life 

Technologies – Grand Island, USA). 

Foram analisadas amostras de DNA genômico de 3.831 indivíduos 

pertencentes à coorte de nascimentos de 1982. No ensaio foi utilizado um par de 

primers forward e reverse, os quais flanqueiam o polimorfismo de interesse, e um 

par de sondas do tipo Minor Groove Binding (MGB).  

A sonda (C_3068176_10, Applied Biosystems) utilizada apresenta o 

fluoróforo repórter VIC®, para detectar o alelo A, e o fluoróforo repórter FAM®, que 

detecta o alelo G. A atividade 5’ nuclease da TaqDNA Polimerase durante a fase de 
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extensão do PCR cliva o repórter da sonda perfeitamente hibridizada, ocorrendo 

emissão de fluorescência que é detectada pelo equipamento Real Time ABI 7.500 

Fast.  

A reação foi padronizada em 45 ciclos sendo a quantidade dos reagentes 

para cada amostra a seguinte: 

- Água DNAse Free – 2,2 µL 

- Master Mix – 3,0 µL 

- SNP Assay (sonda) – 0,3 µL 

- DNA – 0,5 µL 

Para o controle de qualidade foi realizado o sorteio de 5% das amostras (n = 

192) através do programa estatístico STATA versão 12. Além disso, como 

recomendado pelo fabricante, as reações que apresentaram qualidade inferior a 

98% também foram repetidas. 

 

4.6 Dosagem de homocisteína 

 

Os níveis séricos de Hcy foram dosados pelo Laboratório de Fisiologia 

Molecular, pertencente ao Departamento de Fisiologia e Farmacologia do Instituto 

de Biologia da UFPel, no ano de 2010. 

A dosagem de Hcy na coorte de 1982 foi realizada por um ensaio de 

quimioluminescência através do equipamento IMMULITE® 1 (SIEMENS) (LOPES et 

al., 2010). Do número total de 3.826 amostras analisadas, foi possível obter a 

dosagem em 3.821. 

 

4.7 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada pelo programa STATA versão 12. Foram 

avaliadas as frequências alélica e genotípica do SNP 66A>G pelo teste do qui-

quarado, com um grau de liberdade, a fim de se investigar o equilíbrio de Hardy-

Weinberg. A análise da associação entre os genótipos e a variavél Hcy foi realizada 

pela análise de variância e os resultados foram apresentados como média, ± desvio 

padrão e intervalo de confiança. Para todos os testes foi considerado um nível de 

significância de 5%. 
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5 Resultados 

 

Foram processadas e analisadas 3.831 amostras de DNA genômico da 

população alvo, pela técnica de discriminação alélica utilizando sondas pré-

desenhadas Taqman®. Dentre estas, 17 apresentaram resultados negativos para a 

reação de amplificação, o que pode ser decorrente de possíveis degradações das 

amostras. Portanto, o total de indivíduos genotipados foi de 3.814. 

A média da qualidade da reação de genotipagem foi de 99,56%. Na 

repetição de 5% das reações, foi obtido 100% de concordância entre os resultados.  

A frequência alélica observada na população em estudo foi de 0,55 para o 

alelo A e 0,45 para o alelo G. A frequência genotípica foi de 30,2% (n=1151) para o 

genótipo AA, 48,7% (n=1856) para o genótipo AG e 21,1% (n=807) para o genótipo 

GG. A distribuição alélica e genotípica se apresentou em Equilíbrio de Hardy-

Weinberg (EHW) (2 = 1,342 e p = 0,247). 

A distribuição alélica e genotípica do SNP 66 A>G do gene da MTRR 

segundo as variáveis genêro e cor da pele autorreferida são apresentados na Tab. 

1.  

Foi observada uma associação significativa do SNP 66A>G com a cor da 

pele autorreferida (p < 0,001). A distribuição dos genótipos entre homens e mulheres 

não se mostrou diferente (p = 0,201). 
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Tabela 1  -  Distribuição alélica e genotípica do SNP 66A>G do gene da MTRR, segundo o gênero e a cor da pele autorreferida, 
numa amostra de 3.814 indivíduos da coorte de 1982, Pelotas-RS.  

 

n = número amostral. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Grupos n Alelo A Alelo G Genótipo AA Genótipo AG Genótipo GG Valor p 

Gênero        

     Feminino 

     Masculino 

1901 

1913 

0,55 

0,54 

0,45 

0,46 

31,1% (n=590) 

29,3% (n=561) 

48,9% (n=930) 

48,4% (n=926) 

20,0% (n=381) 

22,3% (n=426) 
0,201 

Cor da pele        

     Branca 

     Preta 

     Outra 

2851 

830 

133 

0,52 

0,64 

0,54 

0,48 

0,36 

0,46 

27,5% (n=784) 

39,3% (n=326) 

30,8% (n=41) 

48,7% (n=1388) 

48,9% (n=406) 

46,6% (n=62) 

23,8% (n=679) 

11,8% (n=98) 

22,6% (n=30) 

<0,001 

3
0
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A distribuição dos níveis de Hcy em relação ao genêro e a cor da pele 

autorreferida são apresentados na Tab. 2. A diferença significativa entre os níveis de 

Hcy observada entre homens e mulheres (p < 0,001) é um dado anteriormente 

publicado pelo grupo Gigante e colaboradores (2011). Os níveis de Hcy não se 

apresentaram diferente quando a população estudada foi estratificada por cor da 

pele autorreferida (p = 0,231). 

 
Tabela 2   -    Distribuição dos níveis de homocisteína, segundo o gênero e a cor da 

pele autorreferida, numa amostra de 3.821 indivíduos da coorte de 
1982, Pelotas – RS. 

 

Grupos n 
Média 

(μmol L-1) 
IC dp Valor p 

Genêro      

     Feminino 

     Masculino 

1905 

1916 

7,39 

9,50 

[7,2-7,5] 

[9,4-9,6] 

±2,32 

±3,71 
<0,001 

Cor da pele      

     Branca 

     Preta 

     Outra 

2856 

831 

134 

8,40 

8,60 

8,66 

[8,3-8,5] 

[8,3-8,9] 

[8,1-9,2] 

±3,07 

±4,12 

±3,05 

0,231 

n = número amostral, IC = intervalo de confiança, dp = desvio padrão. 
 

Os participantes da coorte com diferentes genótipos para o SNP 66A>G não 

apresentaram níveis diferentes de Hcy (p = 0,417) (Tab. 3). 

 
Tabela 3  -  Distribuição dos níveis de homocisteína segundo os genótipos do SNP 

66A>G do gene da MTRR numa amostra de 3.805 indivíduos da coorte 
de 1982, Pelotas-RS. 

 

Genótipo n 
Média 

(μmol L-1) 
IC dp Valor p 

AA 1147 8,34 [8,1-8,5] ±3,43 

0,417 AG 1853 8,51 [8,3-8,7] ±3,41 

GG 805 8,46 [8,2-8,7] ±2,98 

n = número amostral, IC = intervalo de confiança, dp = desvio padrão. 
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6 Discussão 

 

 A descrição das frequências alélicas e genotípicas do SNP 66A>G do gene 

da MTRR em indivíduos pertencentes à coorte de nascimentos de 1982, relatadas 

no presente estudo, contribuíram para a caracterização genética desta população. O 

conhecimento do background genético de uma população é um importante passo 

para o estudo das interações gene-ambiente, as quais podem estar envolvidas nos 

mecanismos que fundamentam as doenças. 

De acordo com os dados depositados no banco de SNPs do National Center 

for Biotechnology Information-USA (NCBI Entrez SNP rs 1801394) pelo projeto 

HapMap, a frequência alélica para americanos descendentes de caucasianos 

europeus (HapMapCEU) é de de 0,55 para o alelo A e de 0,45 para o alelo G, 

enquanto que para indivíduos africanos sub-saharianos (HapMapYRI) é de 0,77 para o 

alelo A e 0,23 para o alelo G.  

Na população estudada, o alelo MTRR 66G foi descrito como o alelo de 

menor frequência, tendo sido encontrada uma distribuição A/G de 0,55/0,45. 

Quando, porém, os indivíduos foram estratificados por cor da pele autorreferida, foi 

observada uma distribuição de 0,52/0,48 entre os de cor branca e de 0,64/0,36 entre 

os de cor preta, indicando uma diferença na distribuição alélica influenciada pela cor 

da pele. É sabido que a população brasileira é descendente de caucasianos 

europeus, africanos e ameríndios, existindo uma variação dessa proporção entre as 

diferentes regiões do Brasil (PENA et al., 2011). A população em estudo é composta 

principalmente por descendentes de colonos europeus (portugueses, espanhóis e 

alemães), ameríndios e africanos (VICTORA; BARROS, 2006). Frente ao exposto, 

seria interessante, realizar a investigação de marcadores genéticos de 

ancestralidade, a fim de melhor caracterizar a real contribuição de cada alelo na 

população estudada. 

No presente estudo não foi demonstrada uma associação do SNP MTRR 

66A>G com os níveis de Hcy. Resultado semelhante é observado na literatura em 

relação a estudos de caso-controle.  

Botto e colaboradores (2003) investigaram a associação de alguns 

polimorfismos da rota homocisteína-folato, entre eles o SNP MTRR 66A>G, com 

níveis de Hcy, folato e vitamina B12, além de danos ao DNA, em uma amostra de 68 

pacientes submetidos à angiografia coronariana. Nesta amostra, 51 pacientes 
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apresentavam doença arterial coronária (DAC). Em relação ao SNP MTRR 66A>G 

os autores não encontraram diferenças nos níveis de Hcy entre os genótipos 

estudados. Além disso, os genótipos não foram associados ao risco de 

desenvolvimento de DAC. 

De forma similar, Wilson e colaboradores (1999) realizaram um estudo de 

caso-controle com pacientes portadores de espinha bífida, uma malformação 

congênita, onde relataram que os níveis de Hcy não eram associados ao SNP 

66A>G do gene da MTRR. Porém tais autores apontaram para um aumento no risco 

de nascimentos de crianças com defeitos do tubo neural quando o SNP MTRR 

66A>G estava associado com baixa concentração de cobalamina, ou na presença 

do genótipo MTHFR mutante.  

Em outro estudo, foi relatado que os genótipos AG e GG do SNP MTRR 

66A>G eram significativamente maiores em mães de crianças com Síndrome de 

Down em comparação ao grupo controle, porém também não foi encontrada uma 

associação do polimorfismo com os níveis de Hcy (LEARY et al., 2002). 

Por outro lado, Gaughan e colaboradores (2001) realizaram um estudo com 

601 homens norte-irlandeses, entre 30-49 anos, e revelaram que o genótipo 66AA 

contribuiu para um aumento moderado nos níveis de Hcy. Da mesma forma, 

Rodriguez e colaboradores (2005) relataram que o genótipo 66AA estava presente 

em casos de Hhcy e em pacientes com DAC. Os autores concluiram que o genótipo 

MTRR 66AA é um determinante genético de Hhcy moderada associada a DAC na 

população francesa estudada. 

Cabe salientar que as dosagens de Hcy da coorte de 82 foram realizadas no 

ano de 2004-2005, quando os participantes estavam com a idade de 22 anos. É de 

conhecimento comum que os níveis de Hcy são influenciados por diferentes fatores, 

entre eles, a idade.  

Em um estudo com 1.960 homens e mulheres em jejum entre 28-82 anos de 

idade, foi demonstrato que os níveis totais de Hcy têm um aumento de 23% em 

pessoas com idade igual ou superior a 65 anos, em comparação com aquelas com 

idade de 45 anos ou menos (JACQUES et al., 2001). Aumentos de 1 μmol L-1 na 

concentração de Hcy foram observados a cada década entre 40 e 70 anos (SELHUB 

et al, 1999b). Outro estudo realizado com 399 adultos os autores não encontraram 

associação entre idade e concentrações de Hcy, provavelmente porque a população 

era muito jovem, ou seja, entre 20-40 anos de idade (SCHUMACHER et al., 2005). 
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Esse ponto se assemelha à população relatada no nosso estudo. Deve-se levar 

ainda em consideração alterações na função renal, deficiência de vitaminas 

(AMORIM et al., 2011) e a atividade diminuída das enzimas envolvidas no 

metabolismo da Hcy com o avançar da idade (SELHUB et al., 1993). 

É importante ter em mente que, a contribuição de SNPs à suscetibilidade a 

doenças crônicas é pequena. Além disso, o fato deste polimorfismo ter sido 

associado a níveis de homocisteína em algumas populações e, não na nossa, pode 

ser discutido considerando as interações gene-ambiente. Populações diferentes 

vivem em ambientes diferentes o que pode modificar a participação de genes na 

determinação fenotípica.  

Em conclusão, a busca por marcadores genéticos relacionados ao aumento 

da suscetibilidade a doenças crônicas complexas não transmissíveis visa refletir na 

melhora da qualidade de vida dos indivíduos e de seus familiares. Portanto, 

trabalhos futuros na busca de novos marcadores genéticos associados aos níveis de 

Hcy devem ser desenvolvidos.  
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7 Conclusão 

 

A média de Hcy não foi diferente entre os genótipos do MTRR 66A>G: 8,34 

μmol L-1 para o genótipo AA; 8,51 μmol L-1 para o genótipo AG e 8,46 μmol L-1 o 

genótipo GG. 

O alelo A do SNP 66A>G do gene da MTRR, na amostra estudada, foi o de 

maior frequência (0,55).  

A distribuição genotípica do SNP 66A>G do gene da MTRR na amostra 

estudada, foi a seguinte: 30,2% para o genótipo AA, 48,7% para o genótipo AG e 

21,1% para o genótipo GG, observando-se Equilíbrio de Hardy-Weinberg.  

A frequência do alelo menos comum, alelo A, do SNP 66A>G do gene da 

MTRR, não foi diferente entre homens (0,54) e mulheres (0,55). A distribuição 

genotípica entre homens e mulheres foi, respectivamente, a seguinte: AA (29,3% e 

31,1%); AG (48,4% e 48,9%) e GG (22,3% e 20,0%). 

A frequência do alelo menos comum, alelo A, do SNP 66A>G do gene da 

MTRR, foi diferente entre a categoria branca (0,52), preta (0,64) e outra (0,54). A 

distribuição genotípica entre a categoria branca, preta e outra foi, respectivamente, a 

seguinte: AA (27,5%, 39,3% e 30,8%); AG (48,7%, 48,9% e 46,6%) e GG (23,8%, 

11,8% e 22,6%).  
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