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Resumo

Dados brasileiros sobre a homocisteinemia e seus determinantes em individuos
com sindrome metabdlica (SM) sdo inexistentes. Objetivou-se avaliar as
concentracoes plasmaticas de homocisteina (hcy) e sua relagdo com o sexo,
idade, tabagismo, pressao arterial, resisténcia a insulina (Rl), dados
antropométricos (indice de massa corporal, circunferéncia da cintura e gordura
corporal), bioquimicos (folato plasmatico — FP, cobalamina plasmatica - CP, folato
em eritrocitos - FE, insulinemia, glicemia, uricemia e perfil lipidico), dietéticos
(ingestao de folato, cobalamina, piridoxina, bebidas alcodlicas e café) e genéticos
(polimorfismo C677T no gene metilenotetrahidrofolato redutase - MTHFR) em 63
individuos com SM. Os indices de glicemia, uricemia e perfil lipidico foram
determinados por método enzimatico-colorimétrico e FP, CP e FE, por diluicao de
radiois6topos. Insulinemia foi avaliada por radioimunoensaio e a homocisteinemia,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Avaliou-se a Rl pelo HOMA. Extraiu-se
0 DNA com a resina de Chelex. Avaliou-se o polimorfismo C677T no gene MTHFR
através da reacado em cadeia da polimerase e digestdo enzimatica. A estatistica
contemplou os testes t de Student, x2 e o célculo do coeficiente de contingéncia
(C) e do Odds Ratio (OR). Valores de p< 0,05 foram considerados significativos.
No estudo, 39 (62%) e 24 (38%) eram dos sexos feminino e masculino,
respectivamente. Os homens apresentaram trigliceridemia, insulinemia e valores
de HOMA maiores do que as mulheres. Rl (HOMA> 2,71) foi observada em 51,6%
(n = 32) dos individuos, sendo 18 mulheres e 14 homens. Nao houve diferenga
entre 0s sexos quanto a homocisteinemia. A frequéncia de Hhcy (hcy> 10umol/L)

foi de 49,2% (n = 31), sendo 18 mulheres e 13 homens. Dentre as variaveis



investigadas, apenas a uricemia (C = 0,67, x2 = 2,23, p = 0,27) e insulinemia (C =
0,86, x2 = 2,98, p = 0,07) correlacionaram-se positivamente com a Hhcy. No
grupo, 33% (n = 21) apresentaram o polimorfismo C677T, sendo 19 heterozigotos
e 2 homozigotos polimérficos. Nao verificamos relagao entre a homocisteinemia e
o polimorfismo C677T (OR = 1,7; IC 95% = 0,6 - 4,9). Em individuos com SM, a

Hhcy esteve associada com a uricemia e insulinemia aumentadas.

Termos de indexagao: sindrome metabdlica, hiperhomocisteinemia,

hiperinsulinemia e hiperuricemia.

Abstract

Information on plasma homocysteine (tHcy) concentrations and its factors
associated in Brazilian subjects with MS are inexistent. We investigated the
association of homocysteinemia with gender, age, smoking, blood pressure (BP),
insulin resistance (IR), C677T polymorphism in the methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR) gene and anthropometric (body mass index, waist
circunference — WC and body fat), biochemical (plasma folate — PF, plasma
cobalamin — PC, erythrocyte folate — EF, insulinemia, glycemia, uricemia and lipid
profile) and dietary (intake of folate, cobalamin, pyridoxine, coffee and alcohol)
data in 63 Brazilian subjects with MS. Glycemia, uricemia and lipid profile were
determined by the enzymatic-colorimetric method and PF, PC and EF by

radioisotope dilution. Insulinemia and tHcy concentrations were determined by



radioimmunoassay method and high-performance liquid chromatography with
fluorescence detection, respectively. IR was measured using the Homeostatic
Model Assessment — Insulin Resistance (HOMA-IR) index. The C677T
polymorphism in the MTHFR gene was assessed by polymerase chain reaction
followed by restriction enzyme analysis. Student’s t-test, chi-square (x?) test,
contingency coefficient (C) and odds ratio (OR) and its respective 95% confidence
intervals (Cl) were used. Men presented higher average values for HOMA-IR and
serum concentrations of triglycerides and insulin. There was no significant
difference in plasma hcy between the sexes. Hhcy (tHcy>10umol/L) was detected
in 49.2% (n = 31; 18 women and 13 men) of the subjects. The frequency of IR
(HOMA-IR>2.71) was 51.6% (n = 32; 18 women and 14 men). In this study, tHcy
concentrations were positively associated with uricemia (C = 0.67, x*=2.23, p =
0,27) and insulinemia (C = 0.86, x* = 2.98, p = 0,07). We did not observe
association between C677T polymorphism in the MTHFR gene and
homocysteinemia (OR = 1.7; 95% Cl = 0.6 — 4.9). In conclusion, our results
suggest that hyperuricemia and hyperinsulinemia are positively associated with

tHcy concentrations in Brazilian subjects with MS.

Indexing terms: metabolic syndrome, hyperhomocysteinemia, hyperuricemia,

hyperinsulinemia.



Introducao

A sindrome metabdlica (SM) é um conjunto de fatores de risco
cardiovascular centrado na resisténcia insulinica (RI) e na obesidade visceral.
Além da R, a hipertensao arterial, a hiperinsulinemia, a intolerancia a glicose, a
hipertrigliceridemia e a redugé@o da concentragéo serica de HDL-colesterol s&o os
componentes classicos dessa sindrome'. Concentracées elevadas de 4cido trico
sérico? e de homocisteina (hcy) plasmatica® sdo apontadas como possiveis
componentes da SM.

A hcy € um aminoécido oriundo da demetilagdo da metionina e o aumento
de suas concentragdes é denominado hiperhomocisteinemia (Hhcy). A Hhcy € um
fator de risco cardiovascular independente®. Deficiéncias nutricionais de folato,
cobalamina e piridoxina e defeitos genéticos nas enzimas envolvidas no
metabolismo da hcy estio associados com a Hhey®. O defeito genético mais
comum € o polimorfismo C677T no gene metilenetetrahidrofolato redutase
(MTHFR) que resulta na sintese de uma enzima MTHFR com menor atividade

catalitica®.



Estudos apontam o tabagismo, o consumo de bebidas alcodlicas e de café,
0 sexo e a idade como possiveis determinantes da Hhcy”®. A Rl parece influenciar
os niveis de hcy®, porém, os estudos sdo controversos® *'. Poucos s&o os
estudos que investigaram a associacao da Rl com a Hhcy em individuos com
SM3’13’15.

No Brasil, dados sobre a homocisteinemia e seus possiveis determinantes
em individuos com SM séao inexistentes. Os objetivos desse estudo foram avaliar a
homocisteinemia e investigar sua associagdo com o sexo, idade, tabagismo,
pressao arterial, dados antropométricos (indice de massa corporal — IMC,
circunferéncia da cintura e gordura corporal), bioquimicos (folato plasmatico,
cobalamina plasmatica, folato em eritrocitos, Rl, insulinemia, glicemia, uricemia e
perfil lipidico) e dietéticos (ingestdo de folato, cobalamina, piridoxina, bebidas
alcodlicas e de café) e com fatores genéticos (polimorfismo C677T no gene

MTHFR) em individuos com SM.

Método

Trata-se de um estudo descritivo do tipo transversal no qual foram
estudados individuos com SM, de ambos os sexos, com faixa etéria de 20 a 59
anos e de qualquer cor de pele, atendidos no ambulatério do Servigo de Nutricao
do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Brasil. O estudo nao incluiu os individuos que faziam uso de

suplementos vitaminicos e de medicamentos que interferissem nos metabolismos



dos carboidratos e lipidios e os portadores de enfermidades, tais como diabetes
melito tipo 2 e doencga renal, avaliadas pela histéria da doenga atual.

A SM foi diagnosticada, segundo os critérios do National Cholesterol
Education Program - Adult Treatment Panel Ill (2001)". Informacdes
sociodemograficas foram obtidas por meio de um questionario estruturado. A
ingestao dietética habitual de folato, cobalamina, piridoxina, bebidas alcodlicas e
de café foi avaliada com questionario de frequéncia alimentar semiquantitativo. A
analise da composicao quimica do inquérito dietético foi realizada pelo programa
computacional Food Processor (Esha Research, Salem, Mass., USA)'®, ap6s
adaptacao a realidade brasileira.

O peso (kg) e a estatura (m) foram aferidos com balanca antropométrica do
tipo plataforma com estadiémetro'®. O IMC foi calculado como peso dividido pela
estatura elevada ao quadrado (kg/m?)?°. A circunferéncia da cintura foi medida
com fita graduada inelastica®'. O percentual de gordura corporal foi estimado,
segundo Durnin & Womersley®? e a pressao arterial foi aferida com uso de
esfigmomandmetro.

Apobs jejum noturno de 12 horas, os voluntarios foram submetidos a coleta
de sangue. As aliquotas de soro e plasma foram obtidas apés centrifugagcao. As
determinagdes de glicose, acido urico, trigliceridios, HDL-colesterol e de colesterol
total séricos foram feitas pelo método enzimatico (kits CELM® e KATAL®). Os
valores de LDL-colesterol foram calculados®. A insulina sérica foi determinada por
radioimunoensaio (kit COAT-A-COUNT Insulin®). A Rl foi estimada pelo método

HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment)®*.



Folato em eritrécitos (kit Folate; Diagnostic Products®), folato plasmatico e
cobalamina plasmatica (kit Dualcount; Diagnostic Products®) foram determinados
por diluicdo de radiois6topos. Para o célculo do folato em eritrécitos, foram obtidos
os valores de hematécrito, a partir de sangue integral, por meio de separacao
celular, por centrifugacdo. A homocisteinemia foi determinada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, com detecgao por fluorescéncia®.

O DNA foi extraido do sangue integral com o uso da resina de Chelex® —
100 (BioRad)?. A presenca da variante 677 C>T foi determinada pela reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), seguida da digestdo enzimatica®’.

A andlise estatistica contemplou o teste t-Student, teste ¥, calculo do
coeficiente de contingéncia (C) e a regressao logistica. A associacao das variaveis
dicotdmicas (genotipo: CC/CT, sexo: masculino/feminino; fumo: sim/ndo; consumo
de bebidas alcodlicas: sim/ndo; consumo de café: sim/ndo) com a Hhcy foi
investigada com o célculo do Odds Ratio (OR). Utilizou-se o pacote estatistico

SPSS 11,0. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.

Resultados

No presente estudo, participaram 63 individuos, sendo que 39 (62%) e 24
(38%) eram dos sexos feminino e masculino, respectivamente. Segundo os
valores médios de IMC e de circunferéncia da cintura, ambos o0s sexos
apresentaram obesidade grau | caracterizada pelo acumulo de gordura abdominal
(Tabela 1). A ingestao dietética habitual de folato esteve abaixo das

recomendagdes (400 pg/dia)®® tanto nos homens quanto nas mulheres.



Os homens apresentaram trigliceridemia, insulinemia e valores de HOMA
maiores do que as mulheres (Tabela 2). No grupo, verificamos que 51,6% (n = 32)
dos individuos apresentaram Rl (HOMA > 2,71)%°, sendo 18 mulheres e 14
homens. Quadro de hiperinsulinemia (>9 pU/mL)'? foi observado em 64,5% (n =
40) dos individuos, sendo 14 homens e 26 mulheres.

No grupo estudado, observou-se que 19% (n = 12), 21% (n = 13) e 38% (n
= 24) dos individuos apresentaram, respectivamente, baixas concentracdes de
cobalamina plasmatica (<120 pmol/L)%®, folato plasmatico (<7 nmol/L)*® e de folato
em eritrécitos (<305 nmol/L)*°. Ndo houve diferenca entre os sexos quanto a
homocisteinemia (Tabela 2). A frequéncia de Hhey (hcy > 10 pmol/L)*' foi de
49,2% (n = 31), sendo 18 mulheres e 13 homens.

Nao verificamos associagcao da homocisteinemia com a idade, pressao
arterial, ingestao dietética de folato, cobalamina e piridoxina, IMC, circunferéncia
da cintura, gordura corporal, glicemia, perfil lipidico, Rl e com as concentragdes
plasmaticas de folato e cobalamina e de folato em eritrocitos.

Os maiores coeficientes de contingéncia (C) apontaram a uricemia (C =
0,67; x2 = 2,23; p = 0,27) e a insulinemia (C = 0,86; x2 = 2,98; p = 0,07) como as
variaveis continuas que apresentaram forte associagdo com a homocisteinemia.
Porém, a hipétese da nao associacao nao foi rejeitada. Os resultados da
regressao logistica demonstraram que a associacao é positiva, sendo que a
hiperuricemia e a hiperinsulinemia implicam maior risco para a Hhcy. Segundo o
coeficiente de determinacao (R?), a uricemia (R? = 92%) e a insulinemia (R? =

93%) explicam a variabilidade da homocisteinemia. Entretanto, o acido urico



parece ser o melhor preditor da Hhcy, visto que o seu coeficiente angular (0,29) foi

maior do que o da insulina (0,10).

No grupo estudado, a frequéncia dos genoétipos CC, CT, TT foi de 64% (n =

42), 32% (n = 19) e 4% (n = 2), respectivamente. Nao houve associa¢ao do

polimorfismo C677T com a Hhcy (OR=1,7; IC 95% = 0,6 - 4,9). Adicionalmente,

nao verificamos associacao da Hhcy com o tabagismo (OR = 1; IC 95%: 0,3 — 3,8),

consumo de bebidas alcodlicas (OR = 3,3; IC 95%: 0,1 — 1,1) ou de café (OR =

2,1; 1C 95%: 0,04 — 5,6) e com o sexo (masculino) (OR = 1,6; IC 95%: 0,5 — 4,5).

Tabela 1. Dados clinicos, antropométricos e dietéticos do grupo estudado e

segundo o género.

Total Homens Mulheres
Variavel (n =63) (n = 24; 38%) (n = 39; 62%)

Média DP Média DP Média DP p*
Idade

48,6 7,6 46,3 8,4 50,0 6,8 0,139
(anos)
Peso (kg) 92,7 20,2 104,2 18,7 85,7 17,9 0,712
IMC (kg/mz) 33,8 5,4 34,1 4,7 33,6 5,9 0,350
CC (cm) 1071 11,3 1121 10,3 104,0 11,0 0,383
GC (%) 41,8 6,0 35,9 5,2 45,5 2.8 0,001**
P sistol

127,6 12,0 130,0 10,2 126,1 12,9 0,168
(mmHg)
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P diastol

87,3 9,4 90,0 11,0 85,6 79 0,253
(mmHg)
Folato

337,0 132,0 395,8 126,5 300,8 123,3 0,930
(ng/dia)
Cobalamina

4.2 2,1 4,7 2,4 3,9 1,9 0,939
(ng/dia)
Piridoxina

1,4 0,6 1,6 0,5 1,4 0,6 0,822
(mg/dia)

IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura; GC: gordura corporal; P
sistol: pressao arterial sistdlica; P diastol: pressao arterial diastélica; *valor de p do teste t
de Student; **estatisticamente significativo (homens versus mulheres)

Tabela 2. Dados bioquimicos segundo o género do grupo estudado .

Total Homens Mulheres
Variavel (n = 63) (n = 24; 38%) (n = 39; 62%)

Média DP Média DP Média DP p*
Glicose

87,8 17,8 86,6 18,7 88,5 17,5 0,825
(mg/dL)

Acido Urico

5,8 1,7 6,8 1,8 5,2 1,3 0,089
(mg/dL)
Trigliceridios

2419 86,7 220,0 88,5 207,6 88,1 0,025**
(mg/dL)
HDL-
colesterol 35,8 8,4 32,6 7,2 37,7 8,6 0,207

(mg/dL)
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LDL-

colesterol 181.,5 56,6
(mg/dL)
Colesterol

262,9 61,7
Total (mg/dL)
Homocisteina

10,0 3,2

(umol/L)

178,8 51,6
259,3 534
10,5 3,9

183,0 59,8
265,1 66,9
9,7 2,7

0,390

0,261

0,904

*valor de p do teste t de Student; **estatisticamente significativo (homens versus

mulheres)

Continuacao da Tabela 2

Total Homens Mulheres
Variavel (n =63) (n = 24; 38%) (n = 39; 62%)

Média DP Média DP Média DP p*
Folato em
Eritrocitos  361,0 150,9 3343 1205 378,3 167,0 0,188
(nmol/L)
Folato
Plasmatico 14,7 9,3 13,4 7,9 14,5 8,2 0,992
(nmol/L)
Cobalamina

304,2 193,0 293,3 161,7 312,0 215,2 0,122
Plasmatica

12



(pmol/L)

Insulina

14,5 8.6 16,8 10,4 13,2 7.1 0,010**
(MU/mL)
HOMA 3,1 1,9 3,6 2,3 2,9 1,7 0,019**

*valor de p do teste t de Student; **estatisticamente significativo (homens versus
mulheres)

Discussao

Nossos resultados apontaram a uricemia e a insulinemia como as variaveis
que se associaram positivamente com a homocisteinemia em individuos com SM,
embora a hipétese da ndo-associagao ndo tenha sido rejeitada, provavelmente
devido ao tamanho da amostra. Este achado é diferente dos de outros estudos
que investigaram a relagao entre a homocisteinemia e a SM' %%,

A relagéo entre a uricemia e a homocisteinemia na SM tem sido pouco

investigada, sendo encontrados apenas dois estudos' *. Ao contrario de

/'15 /'32

Godsland et al. >, Rhee et al.” verificaram associacao positiva entre a uricemia e
a homocisteinemia, o0 que esta de acordo com 0s nossos resultados. Os
mecanismos que poderiam explicar essa associacao nao sao conhecidos. Sugere-

se que o acido urico, quando presente em concentracées normais, tem acao
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antioxidante. Contudo, quando em excesso, o acido Urico passa a atuar como um
pro-oxidante, contribuindo com o dano oxidativo do glomérulo e posterior

disfuncéo renal®*

. A fungao renal € um importante determinante da
homocisteinemia®*. Em nosso estudo, 31,7% (n = 20) dos individuos apresentaram
hiperuricemia (homens >7 mg/dL e mulheres >6 mg/dL)**.

Semelhante aos nossos resultados, estudos anteriores verificaram que a
hiperinsulinemia associada @ SM pode interferir no metabolismo da hcy® 3 %.
Estudo in vitro com hepatécitos humanos verificou que a hiperinsulinemia reduziu
a atividade das enzimas MTHFR e cistationina B sintase (CBS)**. A MTHFR e CBS
S&0 as principais enzimas que regulam, respectivamente, as reagdes de
remetilacao e transulfuracdo que sao responsaveis pela manutencao da
homocisteinemia®.

No presente estudo, n&o verificamos associagao da Hhcy com o
polimorfismo C677T no gene MTHFR em individuos com SM. Na literatura
cientifica, somente um estudo avaliou essa relacdo em individuos com SM, nao
sendo observada associacdo®’. Ndo observamos diferenca significativa nas
concentracoes plasmaticas de hcy, folato (FP) e cobalamina (CP) e de folato em
eritrocitos (FE) entre os individuos com (hcy = 10,2 + 2,6 umol/L; FE = 402,1 +
118,nmol/L; FP = 16,4 £ 9,6 nmol/L; CP = 308,4 £ 190,3 pmol/L) e sem (hcy = 9,9
* 3,6 umol/L, FE = 344 £ 163,0 nmol/L; FP = 13,0 £ 6,9 nmol/L; CP = 307,6 £
197,9 pmol/L) o polimorfismo C677T no gene MTHFR.

O adequado estado nutricional de folato e cobalamina, segundo os valores

médios de FE, FP e CP, observado nos individuos com o polimorfismo C677T no

gene MTHFR, poderia ter minimizado os efeitos desse polimorfismo sobre a
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homocisteinemia. O aumento da homocisteinemia, associado a presenga do
polimorfismo C677T no gene MTHFR, ocorre, principalmente, em individuos que

apresentam inadequado estado nutricional de folato e cobalamina®3°.

Conclusao

Nossos resultados sugerem que concentracdes séricas elevadas de acido
arico e de insulina implicam maior risco de Hhcy em individuos com SM.
Salientamos a importancia de estudos que investiguem a Hhcy na populacao
brasileira, objetivando detectar sua prevaléncia e seus possiveis determinantes, o
que permitira ao nutricionista atuar na sua prevengao e intervir no tratamento

nutricional, minimizando a ocorréncia das doencas vasculares oclusivas.
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