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1. RESUMO

Introducéo: A homocistindria classica é um erro inato do metabolismo causado pela
atividade deficiente da cistationina B-sintase (CPS). E caracterizada pela elevagio sérica de
homocisteina e metionina e redugdo dos niveis de cisteina. As manifestacGes clinicas classicas
envolvem os sistemas ocular, vascular, nervoso central e 0sseo. Entretanto, observacfes
recentes sugerem que alteracdes na composicdo corporal, especialmente a reducdo de tecido
adiposo, também pode ser uma manifestacdo frequente e clinicamente relevante nesta doenca.
Além disso, a gravidade do fenotipo clinico parece ser influenciada por outros genes além do
CpS. O objetivo deste estudo foi investigar alteragdes na composicdo corporal e detectar
mutacgdes comuns nos genes CAS, MTHFR e F5 em pacientes com homocistinuria classica;
relacionando dados clinicos, bioguimicos e genéticos. Meétodos: Realizada avaliagdo da
composicdo corporal em 8 pacientes através de duas técnicas: antropometria (afericdo das
dobras cutaneas triciptal, biciptal, subescapular e suprailiaca) e bioimpedancia elétrica (BIA).
A partir dos resultados obtidos, calculou-se o percentual de gordura pelas férmulas de Siri
(antropometria) e Kushner (BIA). O indice de massa corporal (IMC) também foi calculado.
Os niveis de metionina, homocisteina e cisteina foram mensurados por HPLC. A avaliacdo
genotipica foi realizada em 11 pacientes através de PCR-RFLP. Pesquisadas as mutacGes
p.1278T, p.T191M, p.G307S e ¢.844ins68 no gene CAS; ¢.677TC>T e ¢.1298A>C no gene
MTHFR; e p.R506Q no gene F5 (Fator V de Leiden). Resultados: Cinco pacientes
apresentaram baixo percentual de gordura por pelo menos um dos métodos; o restante
apresentou percentual médio. De acordo com o IMC, apenas dois pacientes foram
classificados em baixo peso. O percentual de gordura total ndo se relacionou com os achados
bioguimicos ou dsseos, mas medida isolada da dobra cuténea triciptal correlacionou-se
positivamente com os niveis de cisteina (p=0,03) Além disso, os niveis de homocisteina e
metionina correlacionaram-se negativamente com o IMC, enquanto que a cisteina teve
associacdo positiva (p<0.05). Houve tendéncia do escore T de fémur associar-se
negativamente com homocisteina e positivamente com cisteina (p=0,09). Entre as mutacGes
do gene CpS, a p.1278T foi a unica encontrada (n= 3/9 familias); entretanto, em 2/3 familias
estava em cis com a ¢.844ins68. Assim, em apenas um caso tinha carater patogénico. Nao foi
possivel estabelecer associagdo entre mutacbes em MTHFR e F5 e a gravidade do fendtipo.
Conclusdes: Os resultados sugerem que deficiéncia de CPBS gera alteragdes significativas na
composicao corporal — observou-se reducdo do percentual de gordura independentemente do

IMC. Este pode ser um mecanismo patogénico importante envolvido na etiologia da



osteoporose na homocistindria classica, mas estudos adicionais sdo necessarios para
demonstrar esta relacdo. Os achados sugerem que as mutacGes patogénicas no gene CBS
sejam raras ou privadas nesta amostra, e ndo corroboram a acéo dos genes MTHFR e F5 como
modificadores da doenca.

Palavras chave: Homocistinaria classica. Cistationina [-sintase. Composi¢do corporal.
MTHFR. Fator V de Leiden.



ABSTRACT

Introduction: Classical homocystinuria is an inborn error of metabolism caused by
the deficient activity of cystathionine B-synthase (CBS). It is characterized by plasma increase
in homocysteine and methionine and a decrease in cysteine levels. Its classical clinical
manifestations involve the following systems: ocular, vascular, central nervous, and skeletal.
However, recent observations have suggested that changes in the body composition,
especially a reduction of the adipose tissue, may also be a frequent manifestation of the
disease and clinically relevant to it. Moreover, the severity of its clinical phenotype may be
influenced by other genes besides CAS. The objective of the present study was to investigate
alterations in the body composition and to detect common mutations in CAS, MTHFR and F5
genes in patients with classical homocystinuria and to correlate them to the clinical,
biochemical, and genetic data. Methods: Body composition was assessed in 8 patients using
the techniques of anthropometry (measurement of the following skinfolds: triciptal, biciptal,
subscapular, and suprailiac) and electrical bioimpedance (BIA). Based on the results obtained,
the percentage of body fat was calculated using the formulas of Siri (anthropometry) and
Kushner (BIA). The body mass index (BMI) was also calculated. The levels of methionine,
homocysteine, and cysteine were measured by HPLC. The genotypic evaluation was done in
11 patients by PCR-RFLP. The following mutations were investigated: p.1278T, p.T191M,
p.G307S, and ¢.844ins68 in the CAS gene; ¢.677TC>T and ¢.1298A>C in the MTHFR gene;
and p.R506Q in the F5 gene (Factor V Leiden). Results: Five patients presented low
percentage of body fat by at least one of the methods; the other patients presented a medium
percentage. According to the BMI, only 2 patients were classified as being underweight. The
percentage of total body fat was not related to either bone or biochemical findings, but the
isolate measurement of the triciptal skinfold was positively correlated to the levels of cysteine
(p=0.03). Also, the levels of homocysteine and methionine were negatively correlated to the
BMI, while cysteine had a positive association (p<0.05). The T score of the femur tended to
associate negatively with homocysteine and positively with cysteine (p=0.09). The genetic
evaluation revealed only one pathogenic mutation in CAS (p.1278T). An association between
mutations in MTHFR and F5 and phenotype severity could not be established. Conclusions:
The present results suggest that the deficiency of CBS causes significant alterations in the
body composition; a reduction of the percentage of body fat was observed independently from
the BMI. This may be an important pathogenic mechanism involved in the etiology of

osteoporosis in classical homocystinuria. The present findings suggest that in this sample the



pathogenic mutations in the CBS gene are rare or private and do not corroborate with the
action of the MTHFR and F5 genes as disease modifiers. Further studies are needed.

Key words: Classical homocystinuria. Cystathionine pB-synthase. Body composition.
MTHFR. Factor V Leiden.



2. INTRODUCAO

A homocistinuria classica (HC; OMIM +236200) é uma doenca genética rara herdada
de maneira autossdmica recessiva. A HC pertence ao grupo de doencas genéticas
denominadas erros inatos do metabolismo (EIM), e que sdo causadas por alteracdes na
estrutura e/ou funcdo de moléculas protéicas, geralmente enzimas (SAINZ et al., 2002).
Bioquimicamente, a HC caracteriza-se pelo aumento sérico de homocisteina, metionina, S-
adenosil homocisteina e reducdo da concentracdo sérica de cistationina e cisteina
(WILCKEN, 2006).

A HC foi descrita pela primeira vez na Irlanda, em 1962, por Nina Carson e Desmond
Neill. Enquanto realizavam testes de urina a fim de detectar disturbios metabolicos em
individuos com retardo mental, eles verificaram que duas irmas excretavam grande
quantidade de homocistina na urina. Além do retardo mental, as irmds apresentavam
alteracdes clinicas como luxacdo de cristalino, deformidades esqueléticas e alteracdes na pele
e cabelos. Os pesquisadores denominaram este novo distdrbio metabolico de homocistindria
(CARSON e NEILL, 1962). Dois anos depois, descobriu-se que a doenca era causada por um
defeito na enzima cistationina B-sintase (CBS; EC 4.2.1.22), responsavel pela degradacéo da
homocisteina (MUDD et al., 1964).

Pouco tempo apds a descoberta da doenca e do defeito enzimatico, surgiram as
primeiras descricdes de tratamento com restricdo dietética de metionina, aminoacido
precursor da homocisteina; e suplementacdo de piridoxina, cofator da CBS (BARBER e
SPAETH, 1967; PERRY et al., 1968).

Anos mais tarde, uma grande compilacdo de dados de varios centros no mundo
permitiu elucidar melhor a historia natural da doenca. Este trabalho, que incluiu dados de
mais de 600 pacientes com HC, descreveu também as diferencas clinicas entre os pacientes
que respondiam a terapia com piridoxina e 0s ndo-responsivos. Além disso, demonstrou o
efeito positivo do tratamento - especialmente no periodo neonatal - na incidéncia de
complicaces (MUDD et al., 1985).



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 HOMOCISTINURIA CLASSICA

3.1.1 Definicao

O termo homocistindria cléassica refere-se exclusivamente a atividade deficiente da
enzima CBS. A HC pertence a subcategoria de EIM denominada distirbios do metabolismo
dos amino&cidos sulfurados, que inclui os distarbios de transsulfuracdo e de remetilacdo da
homocisteina (WILCKEN, 2006; MUDD et al., 2001).

A eliminagdo excessiva de homocistina na urina (ou homocistindria) pode ser causada
por outros disturbios genéticos ou ndo-genéticos (como a deficiéncia dietética grave de
vitamina B12). Entre os defeitos genéticos, incluem-se a deficiéncia de 5,10-metileno
tetrahidrofolato redutase (MTHFR; EC 1.7.99.5) e os distarbios do metabolismo da
cobalamina. Defeitos nestas rotas, envolvidas na remetilacdo da homocisteina a metionina,
causam aumento dos niveis séricos de homocisteina. Entretanto, estas doencgas apresentam
concentracdo serica normal ou reduzida de metionina, ao contrario do que é observado na HC
(PICKER e LEVY, 2011).

3.1.2 Epidemiologia

Acredita-se que a prevaléncia de HC seja amplamente subestimada. Com base em
estudos de triagem neonatal, estima-se uma incidéncia mundial de aproximadamente
1:344000 recém nascidos, com grande variacdo entre populacdes (SKOVBY et al., 2010;
MUDD et al., 2001). Quando avaliada por programas de triagem neonatal baseados na
quantificacdo de metionina, a incidéncia da HC costuma ser menor do que a prevaléncia
observada na mesma populagdo. Estima-se um percentual de 20 a 50% de falsos negativos por
este método de triagem. Métodos mais recentes de triagem neonatal, como a determinagéo de

homocisteina ou da genotipagem de mutaces tém encontrado incidéncias de HC téo altas



quanto 1:6400 na Noruega e 1:1800 no Catar (REFSUM et al., 2004; GAN-SCHREIER et al.,
2010).

Entre as populagdes com maior prevaléncia da doenca, estdo a Irlanda (incidéncia de
1:65.000 recém-nascidos vivos), a Alemanha (prevaléncia 1:17800), e a Noruega e o Catar,
descritos acima. (NAUGHTEN et al., 1998, LINNEBANK et al., 2001, PICKER e LEVY,

2011). N&o ha dados sobre incidéncia ou prevaléncia da HC no Brasil.

3.1.3 Metabolismo da homocisteina

A homocisteina € um aminoacido sulfurado formado através do catabolismo da
metionina, e é um substrato chave em trés reacOes essenciais: a reciclagem do folato
intracelular; o catabolismo da colina e da betaina; e a transsulfuracéo, rota responsavel pela
formacdo de cistationina, cisteina e glutationina, entre outros metabdlitos (FINKELSTEIN,

1998). O metabolismo da homocisteina é sumarizado na figura 1.

A desmetilagdo de metionina ocorre via dois compostos intermediarios, a S-
adenosilmetionina (AdoMet) e a S-adenosilnomocisteina (AdoHcy). A transformacdo da
metionina em AdoMet ocorre via MAT (metionina adenosiltransferase; EC 2.5.1.6), uma
enzima codificada por dois genes que apresentam padrbes de expressao tecido-especificos.
Enguanto que a MAT Il esta presente em quase todos os tecidos e possui uma baixo Kn, pela
metionina, as isoformas I e 111 sdo expressas apenas no figado adulto e possuem um alto K,
pela metionina. Assim, o figado torna-se o Unico tecido capaz de aumentar a sintese de
produto em resposta ao excesso de metionina. A AdoMet formada participa como doador de
metil em mais de 100 diferentes reacdes celulares, incluindo a metilacio de DNA, RNA,
proteinas e lipideos (CASTRO et al., 2006; BLOM e SMULDERS, 2011).

Com a doacdo de um grupo metil, a AdoMet é transformada em AdoHcy, que
posteriormente é convertida em homocisteina e adenosina pela adenosilhomocisteinase (EC
3.3.1.1). Apos formada, a homocisteina pode seguir duas rotas principais: a transsulfuracéo,

onde é degradada; ou a remetilacdo, onde é reconvertida a metionina.

A homocisteina pode ser remetilada a metionina por duas rotas alternativas. A
primeira é catalizada pela metionina sintase (MS; EC 2.1.1.13), uma enzima dependente de
vitamina B, e folato. Esta reagcdo ocorre em todas as células, com excecdo dos eritrocitos.

Neste ponto, o metabolismo da homocisteina e do folato conectam-se diretamente. A MS



adquire papel essencial por ser a Unica enzima capaz de converter o 5-metil tetrahidrofolato
(5-metilTHF) em tetrahidrofolato (THF), necessario para diversas reagdes celulares
(CASTRO et al., 2006; FINKELSTEIN, 1998).

A betaina: homocisteina metiltransferase (BHMT; EC 2.1.1.5) também pode catalisar
a remetilacdo da homocisteina usando betaina, formada pelo catabolismo da colina, como
doador do grupo metil. Esta reacdo, essencial para o catabolismo oxidativo da colina, ocorre
principalmente nos tecidos hepatico e renal (BLOM e SMULDERS, 2011; FOWLER, 1997).

A rota de transsulfuracdo degrada irreversivelmente a homocisteina a cisteina. Esta
reacdo é catalisada por duas enzimas dependentes de piridoxal 5’-fosfato (PLP), forma ativa
da vitamina Bs.- a CBS e a cistationina gama-liase (CGL; EC 4.4.1.1) Na primeira etapa, a
CBS catalisa a condensag¢dao de homocisteina e serina, formando cistationina. Em seguida, a
cistationina ¢ hidrolisada em cisteina e a-cetobutirato pela CGL. O catabolismo posterior da
cisteina é essencial para a conversdo do enxofre em seus produtos finais normais (como o

sulfato e a taurina) para entdo ser excretado na urina (STIPANUK e UEKI, 2011).

Der Tetionin.
Metionina w-r
SHMT
i L~
Wit Bg THF 5-adenosilmetionina
_y Dimetilglicina Aceptor
5,10 Metileno L= <‘A t
, . BHMT e
THF Wit. By Q Metilade
\ / Retaina S-adenozilhomocizteina
MTHFR ™a 5 pfetil
Wit By THF
Homocisteina Adenosina
RS
Vit B
Cistationina
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Vit By
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Figura 1 - Rotas do metabolismo da Homocisteina.

MAT: metionina adenosiltransferase; AdoMet: S-adenosilmetionina; AdoHcy: S-
adenosilhomocisteina; THF: tetrahidrofolato; Ser: serina; Gli: glicina;, MTHFR: 5,10
metilenotetrahidrofolato redutase; SHMT: serina hidroximetiltransferase (EC 2.1.2.1); MS: metionina
sintase; BHMT: betaina:homocisteina metiltransferase; CBS: cistationina B-sintase. CGL: cistationina
gama-liase.



O controle do metabolismo da homocisteina é complexo e opera em diversos niveis.
As concentragcfes enzimaticas sdo influenciadas por diversos fatores, como a ingestao protéica
e de metionina, niveis hormonais, deficiéncias nutricionais, idade e mudancas em longo prazo
nos niveis de substrato (FINKELSTEIN, 1998).

A AdoMet possui um papel central na regulacdo do metabolismo da homocisteina.
Quando os niveis de metionina aumentam, a concentracdo de AdoMet aumenta e favorece a
reacdo pela rota de transsulfuracdo, ativando a enzima CBS e inibindo a MTHFR. Se os
niveis de metionina estdo baixos, como no jejum, os niveis reduzidos de AdoMet ndo véo
ativar a CBS ou inibir a MTHFR, resultando na remetilagdo da homocisteina a metionina.

(PICO e BERMUDEZ, 2006; BLOM e SMULDERS, 2011; FOWLER, 1997).

3.1.4 Estrutura, func¢io e regulacio da CpS

A CPBS pertence a um grupo de enzimas denominadas piridoxal-fosfato-dependentes.
O produto translacional primario da CBS humana é um polipeptideo de peso molecular de 63
kDa, que posteriormente forma tetrameros. Cada subunidade com 551 aminodcidos se liga a

duas moléculas: a homocisteina e a serina, para formar a  -cistationina.

A regulacdo da atividade da enzima ocorre primariamente através da ligacdo de trés
componentes: o piridoxal fosfato, a AdoMet e o grupamento heme (BANERJEE E ZOU,

2005). A estrutura terciaria da CPBS é apresentada na Figura 2.

Em humanos, a CBS contém uma regido N-terminal de ~70 aminoacidos que liga ao
grupamento heme. Esta ligacao é essencial para a ativacdo completa da CBS. Estudo de Kery
et al, (1994) demonstrou que o heme sO pode ser incorporado a CBS no momento do
enovelamento da enzima, e que apenas a fracdo da enzima contendo o heme pode ligar-se ao
PLP. Estes dados indicam um papel do grupamento heme no enovelamento correto da enzima
e na formacdo de um dominio estrutural para o PLP. Sob a dissociacdo completa do
grupamento heme, a enzima retém aproximadamente 20% de sua atividade original (MILES e
KRAUS, 2004; MEIER et al., 2001).

O sitio ativo representa a por¢do conservada da proteina, e é composto pelos residuos
de aminoacido 40 a 413. Isoladamente, este sitio forma dimeros de 45 kDa, que séo cerca de

duas vezes mais ativos do que a forma tetramérica (KRAUS, 2011). O cofator PLP localiza-se
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em uma fenda entre os dominios N- e C-terminal, e o sitio ativo fica acessivel apenas por um
estreito canal (MEIER et al. 2001).

O dominio regulatério C-terminal contém ~140 residuos de aminoacido e inclui o
chamado “dominio CBS”. Trata-se de uma por¢do conservada da proteina, composta por ~60
aminoéacidos. Em diversas proteinas, o dominio CPBS liga-se a derivados de adenosina,
podendo exercer a fungdo de “sensor de energia”. Dois dominios CBS parecem existir na CBS
humana, abrangendo os residuos 421-470 e 486-543 (BANERJEE e ZOU, 2005).

O dominio C-terminal exerce um efeito autoinibitério no sitio ativo da enzima. Esta
inibicdo é reduzida pela ligacdo da AdoMet, o ativador alostérico da CpBS. Esta ligacdo
aumenta a atividade da enzima em aproximadamente trés vezes (KLUIJTMANS et al., 1996;
MILES e KRAUS, 2004).

Estudos sugerem ainda que uma via de sinalizacdo oxidativa possa levar a clivagem da
CBS e, consequentemente, a sua ativacdo e aumento da concentracdo de glutationa. Esta
hipdtese é suportada pelo fato da CBS humana possuir dois sitios ativos redox: o heme e o
motivo oxidoredutase CXXC. In vitro, a atividade da CBS pode ser modulada por mudancas
no potencial redox do ambiente. Esta ativacdo poderia aumentar a conversao de metionina a
cisteina, aminoacido limitante na sintese de glutationa. Isto geraria uma resposta
autocorretiva, onde o aumento de glutationa atenuaria o insulto oxidativo (BANERJEE e
ZOU, 2005; MEIER et al., 2001).

Cinco isoformas da CBS humana ja foram descritas, diferindo entre si apenas pelo
terminal 5°. A CBS2 parece ser a forma predominante, sendo o0s tecidos com maior

concentracdo de CBS mRNA o hepatico e o pancreatico (BAO et al., 1998).

Enguanto que uma grande parte das mutacbes descritas no gene da CPS reduz sua
atividade por uma desestabilizacdo na estrutura da proteina, outras afetam a ligacdo de seus
reguladores. A p.D444N, por exemplo, prejudica a ligacdo da AdoMet, e causa
homocistindria na forma homozigotica (MILES e KRAUS, 2004; KLUIJTMANS et al.,
1996).
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Figura 2. Estrutura terciaria da CBS. As S-sheets centrais sio coloridas em azul e as o-
hélices em torno sdo coloridas de magenta. As representacdes marcadas por uma caixa preta sdo 0s
sitios ativo PLP, heme e oxidorredutase (MEIER et al., 2001).

3.1.5 Diagnostico

A presenca de um ou mais sinais clinicos tipicos da doenca pode levantar a suspeita de
HC. Os achados oftalmologicos sdo freqlientemente a primeira manifestacdo clinica,
contribuindo para a suspeita de HC na maioria dos casos. O retardo mental e o fenotipo
marfandide também tém grande participacdo na investigacdo de HC (MUDD et al., 1985;
MUDD et al., 2001). Embora algumas manifestacdes clinicas sejam bastante sugestivas da

doenca, o diagnostico definitivo de HC deve ser confirmado por outros métodos.

Existem diversos testes bioquimicos disponiveis para o diagndstico da HC, com
diferentes graus de especificidade e sensibilidade. Um dos achados mais caracteristicos da HC
é a eliminacdo excessiva de homocistina na urina. O teste do cianeto-nitroprussiato ¢ um
método sensivel para demonstrar o aumento na eliminacdo de compostos sulfurados na urina,
mas ndo é especifico para HC, sendo utilizado como teste de triagem (PICO e BERMUDEZ,
2006).

A determinacdo dos niveis plasmaticos de homocisteina e metionina é essencial para a

investigacdo de casos suspeitos de HC. Além da elevacdo de homocisteina e metionina,
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observa-se também e niveis reduzidos de cisteina e cistationina no plasma (YAP, 2005;
FOWLER e JAKOBS, 1998). A hipermetioninemia é um achado importante, ja que outros
defeitos no metabolismo da homocisteina apresentam concentracfes normais ou baixas de
metionina (PICKER e LEVY, 2011).

Individuos com formas mais leves de HC podem apresentar uma resposta importante a
baixas doses de piridoxina, como 2mg/dia. O uso de suplementos vitaminicos com piridoxina
pode normalizar os testes bioquimicos de HC, levando a um diagnostico falso-negativo.
Assim, individuos com manifestacdes clinicas sugestivas de HC com testes de investigacao
normais devem sempre ser questionados sobre o consumo dietético habitual, em especial o

uso de suplementos vitaminicos (MUDD et al., 2001)

A avaliacdo da atividade enzimatica € o padrdo-ouro para confirmagdo do diagnostico
de HC. Ela pode ser feita através da medida da atividade da CBS em cultura de fibroblastos,
bidpsias hepaticas ou linfocitos estimulados por fitohemaglutinina (YAP, 2005). A atividade
enzimatica em individuos com HC varia de 0 a 1.8 U/mg proteina, enquanto em controles fica
na faixa de 3.7-60 U/mg proteina. Embora geralmente seja maior em pacientes responsivos a
piridoxina, a atividade enzimatica ndo distingue confiavelmente respondedores de néo-
respondedores (PICKER e LEVY, 2011).

O diagndstico por analise de DNA € especialmente util para deteccdo de heterozigotos
em familias com mutacdes conhecidas no gene CAS, uma vez que 0s testes bioquimicos
podem ser normais nesta populacdo. Visto que mais de 160 mutagdes ja foram descritas no
gene CAS, sendo grande parte delas privada, o uso rotineiro do diagnostico genético torna-se
limitado (PICKER e LEVY, 2011; FOWLER e JAKOBS, 1998). O diagndstico pré-natal
também é possivel através da extracdo de cultura de células do fluido amnidtico e deteccdo da
atividade enzimatica (P1CO e BERMUDEZ, 2006).

O diagndstico neonatal pode ser realizado através da determinacdo de metionina em
papel filtro. Em paises com maior prevaléncia de HC, este teste é realizado em programas de
triagem neonatal. Apds a implementacdo destes programas, observou-se gque um grande
percentual falsos-negativos (até 50%) era obtido por este método, sendo perdidos, em sua
maioria, 0s casos de HC responsivos a piridoxina (NAUGHTEN et al., 1998; REFSUM et al.,
2004; SOKOLOVA et al., 2001). Isto sugeriu que apenas as formas mais graves da doenca
cursavam com hipermetioninemia importante nos primeiros dias de vida. Além disso, por a
metionina ndo ser o metabdlito envolvido diretamente na deficiéncia de CBS, sua taxa de
elevacdo poderia ser mais lenta. Na Inglaterra, a reducdo pela metade do ponto de corte da
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metionina (de 2 para 1mg/dL) aumentou em 1,8 vezes a taxa de deteccdo de HC
(PETERSCHMITT et al., 1999).

Mais recentemente, novos métodos de triagem neonatal para HC, como a
determinacdo de homocisteina total por HPLC e a busca por mutagdes comuns, tém
apresentado melhor sensibilidade para a deteccdo de HC (ACCINNI et al., 2003; GAN-
SCHREIER et al., 2010; REFSUM et al., 2004). O diagndstico no periodo neonatal permite
que o tratamento seja iniciado precocemente, prevenindo o surgimento das complicacdes. No

Brasil, o Programa Nacional de Triagem Neonatal ndo abrange o diagnostico de HC.

Apb6s a confirmacdo do diagndstico de HC, é importante a determinacdo da
responsividade a piridoxina. Diversos protocolos para testar a responsividade tém sido
propostos. Em geral, sugere-se teste com piridoxina oral de 100-500mg/dia (para bebés, no
méaximo 300mg/dia), sendo considerados responsivos 0S pacientes que atingirem 0s niveis
alvo de homocisteina (WALTER et al., 1998; MUDD et al., 2001; PICKER e LEVY, 2011).

3.1.6 Manifestaces clinicas

A HC ¢é uma doenca multissistémica, de inicio lento e carater progressivo. Os sinais
clinicos da doenca envolvem principalmente quatro sistemas: ocular, vascular, nervoso central
e 6sseo (MUDD et al., 1985). Abaixo sdo descritas as principais anormalidades presentes em

cada um destes sistemas.

3.1.6.1 Sistema Ocular

A luxacéo de cristalino (ectopia lentis) é provavelmente o achado mais consistente da
HC, apresentando-se nos estagios iniciais da vida e presente na grande maioria dos pacientes
ndo-tratados. No levantamento realizado por Mudd e colaboradores (1985), esta caracteristica

clinica contribuiu para a investigacdo de HC em 85% dos casos.

A iridodonesis, movimento anormal da iris semelhante a um tremor, € um sinal
freqiente do deslocamento das lentes. O deslocamento é bilateral e geralmente na direcdo

inferior. Em pacientes ndo tratados, apds os dois anos de idade taxas crescentes de luxagédo de
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cristalino comecaram a ser detectadas, mas com diferente progressdo entre pacientes
responsivos e ndo-responsivos & piridoxina. Entre os primeiros, 50% apresentavam luxago
aos 10 anos, enquanto que entre 0s ndo-responsivos 50% apresentavam luxacgao aos 6 anos. A
presenca de miopia é frequente e pode preceder luxacao de cristalino. Também podem ocorrer
glaucoma, desprendimento e degeneracao da retina, catarata e atrofia do nervo 6ptico (MUDD
et al., 1985; PICO e BERMUDEZ, 2006; BURKE et al., 1989; MUDD et al., 2001).

3.1.6.2 Sistema Vascular

A doenca vascular é frequente e a principal causa de morbimortalidade, sendo o
tromboembolismo a principal complicagdo (WILCKEN e WILCKEN, 1997). Oclusdes
vasculares podem ocorrer em qualquer veia e em qualquer idade. Quando ndo tratados, as
chances de um paciente com HC sofrer algum evento tromboembolico aos 16 anos é de 25%,
enquanto aos 29 anos aumenta para 50% (MUDD et al., 1985). Situacdes especificas como

gravidez, pos-parto ou pos-operatérios aumentam este risco (MUDD et al., 2001).

Embora isoladamente esta manifestacdo clinica contribua para a investigagdo de HC
em apenas 1% dos pacientes, a apresentacdo isolada da doenca vascular pode ser mais
frequente do que o imaginado. Estudos tém demonstrado que grande parte dos homozigotos
para a freqlente mutacdo p.I1278T sdo clinicamente normais durante a infancia e a
adolescéncia, podendo apresentar como Unica manifestacdo da HC eventos tromboembdlicos
a partir da terceira década de vida (SKOVBY et al., 2010; MAGNER et al., 2011).

A associacdo com outros genotipos associados a alto risco cardiovascular, como
mutac6es no Fator V (Fator V de Leiden) e na MTHFR também parece aumentar o risco de
trombose em pacientes com HC (MANDEL et al., 1996; ANDRIA et al., 2006).

3.1.6.3 Sistema Nervoso Central

A anormalidade do sistema nervoso central mais freqliente é o retardo mental,
geralmente presente como atraso de desenvolvimento nos primeiros anos de vida. Ha uma
grande variabilidade nos escores de QI (de 10 a 138 pontos), e, em geral, 0s pacientes
responsivos a piridoxina tém maiores escores de QIl. Os acidentes vasculares cerebrais

reicidivos também influenciam o quadro clinico, podendo gerar sinais focais.
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Convulsdes ocorrem em aproximadamente 20% dos pacientes, e sinais extrapiramidais
como distonia podem estar presentes. Disturbios psiquiatricos também sdo comuns, e incluem
disturbios de personalidade, ansiedade, depressdo, comportamento obsessivo-compulsivo e
episodios psicoticos (PICO e BERMUDEZ, 2006; MUDD et al., 2001; PICKER e LEVY,
2011).

3.1.6.4 Sistema Osseo

A principal complicacdo Gssea é a osteoporose, mais comumente localizada na coluna
vertebral e nos 0ssos longos. Pelo menos 50% dos pacientes ndo-tratados desenvolvem

osteoporose até o fim da segunda década de vida (MUDD et al., 1985).

Outras manifestacfes Osseas incluem: escoliose, dolicostenomelia, alta estatura,
aracnodactilia, genu valgum, pectus excavatum ou carinatum, etc. Um dos achados 6sseos
mais frequentes € o alargamento das metafises e epifises dos ossos longos, facilmente
detectado nos joelhos (BRENTON, 1977; PICO e BERMUDEZ, 2006). Com exce¢do da
osteoporose, estas manifestacfes dsseas e a luxacdo de cristalino também sdo observadas na
sindrome de Marfan, doenca genética do tecido conjuntivo. Por isso, é dito que pacientes com

HC possuem um “fenétipo marfanodide”.

3.1.6.5 Outros Sistemas

ManifestacGes dermatoldgicas como a hipopigmentacdo de pele e cabelos, malar flush
e livedo reticularis também podem ocorrer na HC (PICKER e LEVY, 2011; REISH et al.,
1995). Embora menos frequientes, complicacdes gastrointestinais como pancreatite aguda e
diarréia crénica também ja foram descritas (MAKINS et al., 2000; ILAN et al., 1993).

3.1.7 Fisiopatologia

O conhecimento acerca da fisiopatologia da deficiéncia de CPBS ainda é escasso;
nenhum mecanismo isolado explica as manifestacGes clinicas e a variabilidade fenotipica
observada na HC. A elevacdo da homocisteina parece ser responsavel pelas principais
manifestacdes da doenca, visto que ja foi comprovado seu efeito toxico sobre todos os tecidos
afetados na HC.
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Diversos mecanismos pelo qual a homocisteina predispde ao dano vascular ja foram
descritos. Altos niveis de homocisteina podem causar dano devido a sua toxicidade sobre o
endotélio dos vasos, através da producdo de alteracdes nos fatores de coagulacdo, aumento da
adesdo plaquetéria e da proliferacdo de células do musculo liso (STEHOUWER e JAKOBS,
1998; MUDD et al., 2001, YAP, 2003).

Evidéncias sugerem que homocisteina-tiolactona, um metabdlito da homocisteina,
possa contribuir para varios efeitos deletérios que levam a aterotrombose. A homocisteina-
tiolactona medeia a incorporacdo de homocisteina a diversas proteinas, incluindo o
fibrinogénio, a albumina, hemoglobina, HDL, LDL, transferrina ¢ a a-1l-antitripsina. A
incorporacdo de homocisteina pode resultar na formacdo de agregados protéicos, como ja
descrito na molécula de LDL, o que induz a apoptose de células endoteliais. Além disso, pode
gerar novos auto-antigenos, desencadeando uma resposta auto-imune que contribui para o
dano vascular (MUDD, 2011).

Sob certas condicgdes, a oxidacdo da homocisteina pode gerar espécies reativas de
oxigénio. A maioria das moléculas que contém grupos tiois pode se auto-oxidar na presenca
de metais cataliticos de transicdo e moléculas de oxigénio, levando a formacgéo de espécies
reativas de oxigénio. Por possuir um grupamento tiol, a homocisteina pode sofrer processo
similar e gerar espécies reativas como 0 peroxido de hidrogénio, o anion superdxido ou o
radical hidroxil. Em situacGes normais, apenas 1 a 2% da homocisteina esta na forma tiol,
enquanto na homocistindria este percentual pode chegar de 10 a 25% (MUDD et al., 2000). A
formacdo destas espécies pode levar a lipoperoxidacdo, a qual inicia uma resposta

inflamatdria e estd envolvida no processo de lesdo aterosclerética (MUDD et al., 2001).

Estudo de Davi et al. (2001) encontrou aumento na lipoperoxidacdo em um grupo de
pacientes com HC, o que foi associado com a ativacdo persistente de plaquetas. Em outro
trabalho, aumento na lipoperoxidacdo e reducdo da capacidade antioxidante foram
encontrados em pacientes com HC (VANZIN et al.,, 2011). Entretanto, em outro estudo
semelhante, pacientes com HC ndo apresentaram aumento da oxidacdo de lipoproteinas no
plasma (CORDOBA-PORRAS et al., 1996).

Alteracbes na molécula de fibrilina e nas moléculas de colageno parecem estar
envolvidas na fisiopatologia das complicagdes ésseas. Modelos animais de
hiperhomocisteinemia demonstraram maior crescimento radial e longitudinal dos 0ssos, com
ossificacdo mais avancada das epifises, demonstrando efeito direto da homocisteina no tecido
6sseo (MASSE et al., 2003).
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A homocisteina parece interferir no entrecruzamento da molécula de colageno,
impedindo a sintese de ligagdes mais complexas na maturacdo do coldgeno. Aumento da
solubilidade do colageno da pele, sugerindo entrecruzamento prejudicado, ja foi descrita em
pacientes com HC (MUDD et al., 2001).

A fibrilina, molécula deficiente na sindrome de Marfan, pertence a uma familia de
proteinas de matriz extracelular e é essencial para a formacdo das fibras elésticas no tecido
conjuntivo. A incorporacdo de homocisteina na molécula de fibrilina reduz significativamente
sua propriedade de auto-interacdo in vitro, podendo interferir na sintese das microfibrilas. A
deficiéncia de cisteina também parece ter papel importante na disfuncdo da fibrilina, ja que
esta € uma molécula rica em residuos de cisteina (~14%) que formam ligacOes dissulfeto.
Grande parte das mutacOes responsaveis pela sindrome de Marfan gera ou abole cisteina
destes dominios, levando a formacao de residuos de cisteina ndo pareados (HUBMACHER et
al., 2010).

Assim como nas manifestacbes Osseas, alteracdes na fibrilina parecem ser
responsaveis também pelas complicacdes oculares. A ruptura ou anormalidade na estrutura da
fibrilina pode explicar a degeneracéo das fibras zonulares observadas em pacientes com HC.
Estas zOnulas sdo estruturas que sustentam as lentes suspensas do corpo ciliar, e sdo formadas
exclusivamente por microfibrilas elasticas, sendo a fibrilina-1 o principal componente destas
microfibrilas. Tanto a deficiéncia de cisteina quanto a incorporacdo de homocisteina a
fibrilina poderia prejudicar a formacdo das microfibrilas (KRUMDIECK e PRINCE, 2000;
MUDD et al., 2001).

Postula-se que o dano ao sistema nervoso central possa ser causado por defeitos de
mielinizacdo, hipometilacdo de proteinas de mielina e neurotransmissores e também pelo
déficit de cistationina. Experimentos in vitro demonstraram que a homocisteina e a metionina
ativam a acetilcolinesterase, enzima participante da hidrélise da acetilcolina. As convulsdes
observadas na HC poderiam ser resultado da acdo desta enzima, que quando superativada
pode gerar hiperexcitabilidade no sistema nervoso central (SCHULPIS et al., 2006). Além
disso, a homocisteina e a metionina parecem comprometer diretamente o metabolismo
energético cerebral, reduzindo a atividade do ciclo de Krebs e aumentando a glicélise
anaerdbica (STRECK et al., 2003).

A elevagcdo da homocisteina prejudica também a atividade da tirosinase, principal

enzima da rota de sintese da melanina. A reducdo da atividade desta enzima é responsavel
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pela hipopigmentacdo observada em pacientes com HC, e o tratamento com redugdo dos

niveis de homocisteina reverte este efeito (REISH et al., 1995).

A hipometilacdo de DNA também foi investigada como mecanismo fisiopatolgico na
HC. A hiperhomocisteinemia causa elevacdo da AdoHcy, que inibe as reacOes de metilagdo
catalisadas pela AdoMet. Estudos animais demonstram que a deficiéncia de CBS ¢é associada
com alterages na metilacdo, mas estudo em pacientes com HC tratados ndo foi encontrado
prejuizo na metilacdo (HEIL et al., 2007).

3.1.8 Tratamento

O principal objetivo do tratamento da HC ¢ a reducdo nos niveis de homocisteina. Para
isto, trés estratégias podem ser utilizadas: a estimulagdo da atividade residual da CBS, a
reducdo da sobrecarga de metionina e 0 aumento da remetilacdo de homocisteina a metionina.
Além da reducdo de homocisteina, o tratamento deve corrigir a deficiéncia de cisteina quando

presente e garantir o crescimento e desenvolvimento adequados.

N&o estd bem estabelecido qual o nivel 6timo de homocisteina capaz de prevenir o
surgimento ou avanco das complicacGes. Estudos observacionais sugerem que niveis de
homocistina <11pmol/L ou niveis de homocisteina total <20pumol/L em pacientes responsivos
a piridoxina e <60umol/L em ndo responsivos sdo associados a melhores desfechos
(WILCKEN, 2006; YAP et al., 2001; ACOSTA e YANNICELLI, 2001). As principais

estratégias de tratamento sdo descritas a seguir.

3.1.8.1 Piridoxina

A enzima CBS utiliza como cofator o piridoxal fosfato, forma ativa da vitamina Bg
(piridoxina). A piridoxina atua aumentando a atividade residual da enzima, o0 que ocasiona
reducdo da concentracdo de homocisteina e metionina e aumento de cisteina (MUDD et al.,
1970). A dose utilizada é variavel; em geral admite-se que doses de 200mg/dia ou menos
estdo associadas a uma melhor resposta bioquimica, mas até 1000mg/dia podem ser utilizados
em adultos (PICKER e LEVY, 2011). Embora efeitos adversos sejam raros, doses

>400mg/dia podem ocasionar neuropatia periférica (WILCKEN, 2006).
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Devido a grande diversidade de mutacdes no gene CfS, a resposta a suplementacéo é
variavel: aproximadamente 50% dos pacientes com HC apresentam algum nivel de
responsividade a vitamina Bg (MUDD et al., 2001). Em geral, pacientes ndo-responsivos
desenvolvem a forma mais grave da doenca, apresentando complicagcdes mais precocemente e
maior mortalidade. (MUDD et al., 1985). Antes de iniciar o tratamento, é recomendado

realizar um teste de desafio de piridoxina para determinacgdo da responsividade.

Ainda que a piridoxina possa reduzir substancialmente os niveis de homocisteina,

muitos pacientes necessitardo da adicdo de outras estratégias para atingir o alvo terapéutico.

3.1.8.2 Folato

Recomenda-se que o acido folico seja adicionado ao tratamento porque a resposta a Be
é influenciada pela deplecdo de folato, que pode ocorrer pela prépria administracdo da
piridoxina (PICO e BERMUDEZ, 2006). Além disso, acredita-se que os requerimentos de
folato sejam maiores nos pacientes com deficiéncia de CBS devido a um aumento do fluxo
pela rota de remetilacdo. Assim, uma dose de 5 mg/dia de &cido folico deve ser adicionada ao
tratamento (WALTER et al., 1998).

3.1.8.3 Restricdo Dietética de Metionina

Pouco tempo apos as primeiras descrigdes da doenca, relatos de melhora do controle
metabolico e prevencdo de complicacfes relacionadas a HC através da restricao dietética de
metionina surgiram (KOMROWER et al., 1966).

A restricdo dietética de metionina é feita através da limitacdo do aporte de proteinas
naturais. Para atingir as necessidades protéicas diarias utiliza-se um suplemento de
aminodacidos (também chamado formula metabdlica) isento de metionina e suplementado com
cisteina, vitaminas, minerais e elementos-traco. Além disso, um aporte energético adequado é
fundamental para evitar o catabolismo protéico e promover um crescimento e
desenvolvimento adequados (FRANGIPANI et al., 2006; PONS et al., 2004).

A quantidade de metionina prescrita na dieta dependera da tolerancia de cada paciente
e também deve ser individualizada por faixa etaria e sexo, podendo variar de 4-30mg/kg/dia.
O monitoramento da dieta deve ser cuidadoso, pois a deficiéncia de metionina pode causar

alteracbes no pool plasmatico de diversos aminoécidos (redugdo de metionina, aumento de
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fenilalanina, prolina, serina, treonina e tirosina), além de redugdo da concentracdo plasmatica
de colesterol e desnutricdo (ACOSTA e YANNICELLI, 2001).

A prescricdo de proteina também merece atencdo especial. Recomenda-se que a
ingestdo protéica seja maior do que as recomendacfes para a populacdo saudavel, uma vez
que a fonte protéica desta dieta possui diferentes padrdes de absorcdo e utilizacdo. Além da
proteina natural da dieta caracterizar-se por um baixo valor biol6gico, por ser primariamente
de origem vegetal; 0 suplemento de aminoécidos apresenta absor¢do e catabolismo rapidos,
diminuindo seu aproveitamento (FRANGIPANI et al., 2006; ACOSTA e YANNICELLI,
2001).

A mé adesdo a dieta € comum, principalmente em pacientes com diagndstico tardio,
uma vez que exige uma mudanca drastica nos habitos alimentares. Além disso, devido a baixa
palatabilidade, a ingestdo insuficiente do suplemento de aminoacidos também é frequente.
Nesta situacao, os niveis de homocisteina podem elevar-se rapidamente e o crescimento pode
ficar prejudicado pela ingestéo protéica inadequada (WALTER et al., 1998). Embora o uso de
formula metabolica seja indicado a pacientes nao-responsivos, uma restricdo protéica

moderada é recomendada para todos os pacientes (WILCKEN, 2006).

3.1.8.4 Betaina

A betaina atua como um doador de grupos metil induzindo a remetilacdo de
homocisteina a metionina através da enzima BHMT. A ingestdo de 6-9g de betaina ao dia
pode reduzir em mais de 70% os niveis de homocisteina, e € acompanhada por um aumento
importante da concentracdo de metionina. Seu uso em longo prazo foi associado a grande
reducdo do risco vascular, mas parece ter pouco ou nenhum beneficio nas manifestacdes

Osseas.

Em geral, seu uso é considerado seguro, mas alguns casos de edema cerebral durante a
terapia com betaina ja foram descritos. Nestes casos, 0s pacientes apresentaram niveis muito
elevados de metionina. Assim, recomenda-se que quando as concentracdes plasmaticas de
metionina estiverem acima de 1000umol/L, o uso de betaina seja suspenso imediatamente.
Além disso, a inalacdo acidental da vitamina em p6 pode causar sérios problemas pulmonares
(WALTER et al., 1998; LAWSON-YUEN e LEVY, 2006; WILCKEN, 2006).
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3.1.8.5 Outras opcgoes terapéuticas

Para a prevencdo de complicacdes vasculares, 0 uso de agentes antitrombéticos (como
0 &cido acetil-salicilico) pode ser benéfico. Também foi demonstrado que a suplementacéo de
vitamina C atenua a disfuncdo endotelial, podendo reduzir o risco, em longo prazo, de
complicacBes aterotrombdticas (ANDRIA et al., 2006).

Uma nova alternativa terapéutica em desenvolvimento é o uso de chaperonas,
moléculas de pequeno peso molecular que protegem proteinas de varias condicdes
desnaturantes. Uma vez que o enovelamento anormal da CBS é um importante mecanismo
patogénico na HC (KOZICH et al., 2010), o uso de chaperonas é capaz de aumentar
significativamente a atividade enzimatica. Estudos in vitro tém mostrado resultados
promissores (MAJTAN et al., 2010; KOPECKA et al., 2011).

Os beneficios do tratamento, associado ou ndo a um bom controle metabdlico, estdo
bem descritos na literatura. Se uma boa adeséo terapéutica e bom controle metabdlico séo
mantidos ao longo da vida, o tratamento no periodo neonatal é capaz de prevenir todas as
complicacbes da HC (YAP e NAUGHTEN, 1998; MUDD et al., 1985; RUSHE et al., 2001).

Em pacientes com diagndstico tardio, a terapia em longo prazo é efetiva na reducdo do
risco vascular, mesmo que o controle bioquimico seja imperfeito (WILCKEN e WILCKEN,
1997; YAP, 2003). Em um grande estudo observacional multicéntrico, Yap e colaboradores
(2001) demonstraram uma grande redu¢do no risco vascular em pacientes tratados, embora 0s
niveis de homocisteina tenham se mantido moderadamente elevados. Em pacientes ndo
responsivos, os niveis foram 3-5 vezes maiores do que o observado na populacdo em geral.
Com base nestes dados, os autores sugerem que as modalidades terapéuticas utilizadas
exercam outros efeitos protetores nos vasos que ndo relacionados somente a reducdo da
homocisteina. No que diz respeito as outras manifestacdes clinicas, hd poucas descricdes
sobre o efeito do tratamento, embora beneficio tenha sido descrito em alguns trabalhos
(MUDD et al., 1985; YAP e NAUGHTEN, 1998).
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3.1.9 Aspectos genéticos

O gene que codifica a enzima CBS humana localiza-se no braco longo do cromossomo
21 (21g22.3). A sequéncia completa do gene foi descrita em 1998 por Kraus e colaboradores.
Um total de 28.046 nucleotideos compde o gene, e um adicional de 5kpb forma a sequéncia
flanqueadora. Os éxons que compBem a regido codificante possuem entre 42-209pb, e 0
tamanho dos introns do gene varia de 95 a 3367pb. Ao todo, 0 gene é composto por 23 éxons,
sendo a regido codificadora composta pelos éxons 1-16. Esta regido codifica uma polipeptideo
de 551 aminoéacidos (KRAUS et al., 1998). A organizacdo completa do gene da CBS humana

é demonstrada na Figura 3.

A regido 5’-UTR do mRNA da CBS humana é formada por um de cinco éxons
alternativos, denominados -1a a -1le; mais o éxon 0, invariavelmente presente. A regido 3’-
UTR € composta por parte do éxon 16 e pelo éxon 17. O éxon 15 codifica 14 aminoacidos e
sofre splicing alternativo, sendo incorporado em poucas moléculas humanas maduras de
MRNA. Em estudos de expressdo, demonstrou-se que a presenca ou auséncia do éxon 15 ndo
altera a atividade catalitica da CBS. Além disso, sua presenca ndo foi detectada em nenhum
tecido humano avaliado até hoje, sendo sua significancia biologica desconhecida (KRAUS et
al., 1998, KRAUS, 2011).

Existem pelo menos dois promotores utilizados alternativamente no gene CpS
humana. Eles estdo localizados acima dos éxons -1a e -1b, sdo ricos em CG (~80%), e contém
diversos sitios de ligacdo para a Spl, Apl, Ap2 e c-myb, mas auséncia do classico TATA box
(KRAUS, 2011).
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Figura 3. Organizacdo do gene da CBS humana. Todos os éxons, incluindo os éxons utilizados
alternativamente (-1a, b, c, d, e, e 15) sdo representados por caixas vermelhas. O inicio e o fim da
regido codificadora sdo indicados pelos codons ATG e TGA. (KRAUS, 2011).

3.1.9.1 MutagGes no gene CAS

Até 0 momento, 164 mutacdes em 925 alelos no gene CAS ja foram descritas (KRAUS
et al., 2011). Em relacdo ao tipo, a grande maioria sdo mutaces missense (n=790, 85,4%),
sequido por delecbes (n=77, 8,3%), mutacbes sem sentido (n=30, 3,2%), mutacdo em sitio de
splicing (n=12, 1,3%), e outros tipos (n=6, 0,6%).

Mutacdes no gene CAS podem alterar a estabilidade ou atividade da enzima ou do
MRNA, a ligacdo do piridoxal fosfato ou do grupamento heme, ou prejudicar a regulacdo
alostérica (MILES E KRAUS, 2004). Em especial, o enovelamento anormal da proteina
(misfolding) parece ser um mecanismo patogénico importante; é descrito um decréscimo de
mais de 50% na formacdo de tetrdmeros na presenca de diversas mutacfes. Estas proteinas
mutantes sdo propensas a formar agregados de alto peso molecular e corpos de incluséo.
Mutac6es no interior da enzima parecem exercer efeitos mais deletérios no enovelamento da

enzima do que aquelas acessiveis ao solvente (KOZICH et al., 2010).

Embora grande parte das mutacfes seja de origem privada, trés delas correspondem a

guase metade dos alelos descritos, e séo descritas em detalhes abaixo.
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p.1278T (c.833T>C)

Localizada no éxon 8, foi detectada em 153 alelos (~ 16,5%) (KRAUS, 2011). Trata-
se de uma mutacdo missense, onda a substituicdo de uma timina por uma citosina na posicao
833 gera a troca de uma isoleucina por treonina a nivel protéico. E pan-étnica, presente na
maioria das populacdes européias (SHIH et al., 1995; SEBASTIO et al., 1995; SPERANDEO
et al., 1995; JANOSIK et al., 2001; KOZICH e KRAUS, 1992; KRAUS, 2011). Na Holanda,
é responsavel por metade dos alelos mutados (KLUIJTMANS et al., 1999). Também ja foi
descrita na Australia, Argentina, Estados Unidos e Israel (KRUGER et al., 2003; COZAR et
al., 2011; TSAI et al., 1996a; GAT-YABLONSKY et al., 2000). Em pacientes brasileiros, foi
detectada em 6/28 alelos. Considerando-se apenas pacientes ndo-relacionados, isto equivale a
um frequéncia de 13,64% (PORTO et al., 2005).

A mutacdo localiza-se no nucleo ativo da enzima, e ndo esta exposta ao solvente. A
CBS mutante retem aproximadamente 2% da atividade da enzima selvagem. Estudos in vitro
demonstraram que a enzima mutante nao é ativada pela AdoMet na mesma extensdo que o
alelo selvagem (KOZICH et al., 2010). A substituicdo da hidrofobica isoleucina por um
aminoacido mais hidrofilico, a treonina, poderia alterar a conformacdo da CBS ou a interacédo
das subunidades, resultando em uma enzima instavel (SHIH et al., 1995). Avaliando a
conservacdo evolutiva da sequéncia da CPS, observa-se que este residuo de isoleucina é

altamente conservado entre as espécies (KRAUS, 1994).

Usualmente esta associada com responsividade a piridoxina, tanto em homozigotos

como em heterozigotos compostos, e confere fenotipos mais atenuados (MUDD et al., 2001).

p.T191M (c.572C>T)

Detectada em 149 alelos (~ 16,1%) (KRAUS, 2011). Localizada no éxon 5, é uma
mutacdo missense, onde a troca de uma citosina por timina na posi¢cdo 572 resulta na
substituicdo do aminoécido treonina por metionina. Esta mutagdo é detectada principalmente
em paises da peninsula ibérica (Portugal e Espanha) e América do Sul (Venezuela, Colémbia,
Argentina e Brasil). As maiores freqiiéncias foram encontradas na Coldémbia (75% dos alelos
mutados) e Espanha (52% dos alelos mutados) (BERMUDEZ et al., 2006; URREIZTI et al.,
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2003; URREIZTI et al., 2006; DE LUCCA e CASIQUE, 2004; COZAR et al., 2011). No
Brasil, foi detectada 3/28 alelos (13,64%) (PORTO et al., 2005).

Também localizada no nlcleo ativo da enzima, esta mutacdo esta exposta ao solvente
e retém cerca de 1% da atividade normal da CBS. In vitro, a enzima mutante parece ser
inibida tanto pela AdoHcy quanto pela AdoMet (KOZICH et al., 2010).

Uma grande variabilidade fenotipica tem sido descrita, manifestaces leves a graves
podem ser encontradas. As principais caracteristicas comuns associadas a homozigoze para a
mutacdo sdo a baixa prevaléncia de complicacdes vasculares e a ndo responsividade a
piridoxina (URREIZTI et al., 2006).

p.G307S (C.919G>A)

Localizada no éxon 8, ja foi detectada em 88 alelos (~ 9,5%) (KRAUS, 2011). A troca
de uma guanina por uma adenina na posi¢do 919 resulta na substituicdo de uma glicina por
uma serina. E freqlientemente encontrada em grupos de origem céltica, sendo responsavel por
71% dos alelos mutados em pacientes irlandeses (GALLAGHER et al., 1995; GALLAGHER
et al., 1998). Ja foi descrita em diversas populacdes européias e norte-americanas, mas em
nenhum pais latino-americano, incluindo o Brasil (KOZICH et al., 1997; KRUGER et al.,
2003; DE FRANCHIS et al., 1999; KIM et al., 1997; HU et al., 1993; TSAI et al., 1996;
GAUSTADNES et al., 2002; PORTO et al., 2005; KRAUS, 2011).

A mutacdo retém uma atividade residual da enzima de ~1%, e também parece
acarretar prejuizo na ativacao pela AdoMet. Localiza-se no sitio ativo da enzima, e ndo esta
exposta ao solvente (KOZICH et al., 2010). Sabe-se que este residuo de glicina mutado

também é altamente conservado entre as espécies (KRAUS, 1994).

Geralmente esta associada a fendOtipos moderados e graves e ndo confere
responsividade a piridoxina (MUDD et al., 2001).
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3.1.9.2 Polimorfismos no gene CAS

S&o conhecidos 14 polimorfismos no gene CAS, sendo a maioria deles SNP (Single
Nucleotide Polymorphisms). Um dos mais comuns é o ¢.844ins68; uma inser¢do de 68pb
localizada entre o intron 7 ¢ o éxon 8 (53pb na regido 3’ do intron 7 ¢ 15pb na regido 5’ do
éxon 8), que parece criar um sitio alternativo de splicing. Em todos os alelos descritos esta
variante foi encontrada associada a mutacdo ¢.833T>C (p.1278T) em cis. Nesta associacao, o
splicing alternativo ndo apenas a remove a sequéncia intrénica da inser¢cdo como também a

mutacdo ¢.833T>C. O resultado final é a geracdo de mMRNA e enzima com atividade normal.

Foi proposto que a insercdo possa resultar de um crossing-over desigual entre o alelo
selvagem e o portador da mutacdo patogénica. No entanto, um estudo baseado em haplotipos
concluiu que 0s cromossomos que carreiam a variante ¢.[833T>C; 844ins68] parecem ser a
fonte da mutacdo patogénica c.[833T>C;-].Os mecanismos propostos para esta transformacao
foram: recombinacdo meiotica, formacéo de loop com posterior excisdo ou conversdo génica
(VYLETAL et al., 2007)

Alguns autores postulam que a presenca deste polimorfismo aumenta a atividade da
CBS, enquanto que outros trabalhos sugerem que RNA mutado seja instavel e degradado no
nicleo (SPERANDEO et al., 1996; CHASSE e BAROUKI, 2009; KLUIJTMANS et al.,
1997; TSAIl et al., 1996).

O papel desta variante como fator de risco isolado para doenca vascular ja foi
estudado, com resultados controversos. No estudo brasileiro de Bonini-Domingos et al.
(2005), a frequéncia do polimorfismo foi maior nos pacientes com trombose venosa profunda.

Ja em estudo semelhante de Kluijtmans et al. (1997), esta associacao ndo foi encontrada.

Em criancas brasileiras saudaveis, a prevaléncia deste polimorfismo em heterozigose
foi de 19,5% (ALESSIO et al., 2008). Em pacientes brasileiros com HC, o polimorfismo
¢.844ins68 foi detectado em 1/28 alelos avaliados (3,5%) (PORTO et al., 2005).
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3.1.9.3 Polimorfismos no gene MTHFR

O gene MTHFR esta localizado no braco longo do cromossomo 1, e codifica a 5-
metilenotetrahidrofolato redutase, enzima essencial para o metabolismo do folato e da
homocisteina. Diversos polimorfismos associados a hiperhomocisteinemia ja foram descritos,

sendo os mais prevalentes 0 ¢.677C>T e 0 ¢.1298A>C.

O polimorfismo mais estudado € o SNP ¢.677C>T, que torna a enzima termolabil. A
troca de nucleotideo resulta, a nivel protéico, na substituicdo de uma alanina por valina, o que
leva a reducdo de até 30% da atividade enziméatica em heterozigotos (CT) e 60% em
homozigotos (TT). Em individuos normais, esta reducdo na atividade enzimatica é
acompanhada por hiperhomocisteinemia leve a moderada, que pode ser revertida por um
maior aporte de &cido félico (MIYAKE, 2010). No Brasil, estudo de Arruda et al. (1998)
encontrou alta prevaléncia de homozigose para este polimorfismo entre descendentes de
caucasianos (10%) e baixa entre afro-descendentes (1,45%) e indigenas (1,2%). Em outro
estudo com criancas brasileiras, a taxa de homozigose foi de 10% e a de heterozigose de
aproximadamente 40% (ALESSIO et al., 2008). No mundo, a prevaléncia do gen6tipo TT
varia de 2-40% (WILCKEN et al., 2003).

A presenca deste polimorfismo aumenta o risco de desenvolvimento de acidente
vascular cerebral em adultos jovens e de doenca arterial coronariana (KLERK et al., 2002;
XIN et al., 2009). Também tém sido associado a defeitos congénitos, diversos tipos de cancer
e doencas psiquiatricas (BANDEIRA, 2011; WILCKEN et al., 2003).

O segundo polimorfismo (c.1298A>C) resulta na substituicdo de um glutamato por
alanina, e parece afetar as propriedades regulatorias da enzima. A prevaléncia de homozigose
para esta variante varia de 5-10%. Homozigotos apresentam reducdo de aproximadamente
40% da atividade enzimética, mas esta reducdo € insuficiente para alterar os niveis de
homocisteina; e a presenca da variante parece ter pouca relacdo com os niveis de acido folico.
Apesar disto, € associada com doenca arterial coronariana precoce, independentemente dos
niveis de homocisteina (SZCZEKLIK et al., 2001; WEISBERG et al., 2001; PEREZ et al.,
2003).

A presenca de ambos os polimorfismos (c.677C>T e ¢.1298A>C) em heterozigose

acentua a reducdo da atividade enzimatica (50-60% dos controles) e resulta em maiores niveis
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de homocisteina quando comparado a presenca de apenas um polimorfismo (WEISBERG et
al., 2001).

Poucos estudos avaliaram a prevaléncia destes polimorfismos em pacientes com HC.
A presenga da variante c.677C>T foi descrita em seis trabalhos, e os resultados sdo
sumarizados na Tabela 1. Foi encontrada ampla diferenca da frequéncia dos genétipos entre
os paises. O polimorfismo ¢.1298A>C foi avaliado apenas por Porto et al. (2005), em
pacientes brasileiros. Neste estudo, 4/14 pacientes eram heterozigotos AC (28,6%) e apenas
um homozigoto TT (7%). O impacto da associacdo destes polimorfismos com as mutacGes
patogénicas na CBS sobre os niveis de homocisteina ainda nédo é conhecido.

Tabela 1. Prevaléncias dos genotipos do polimorfismo ¢.677C>T do gene MTHFR em
pacientes com homocistinaria por deficiéncia de CBS.

Referéncia Pais de origem dos pacientes MTHFR ¢.677C>T; %(n)
CC CT TT

Gaustadnes et al., 2002 Australia 33,3(12) 58,3(21) 8,3(3)
Cozar et al., 2011 Espanha, Portugal e Argentina  16,6(4) 58,3(14) 20,8(5)
De Lucca e Casique, 2004  Venezuela 57,1(4) 42,9(3) 0
Gat-Yablonski et al., 2000 Israel 62,5(5) 12,5(1) 25(2)
Urreizti et al., 2003 Espanha e Portugal 35,3(6) 35,3(6) 29,4(5)
Porto et al., 2005 Brasil 50(7) 21,4(3) 28,6(4)

3.1.9.4 Mutacdo p.R506Q no gene F5

O gene F5 é responsavel pela codificacdo do Fator V, importante cofator para ativacéo
da trombina. Uma substituicdo de G por A no nucleotideo 1691 resulta na troca de uma
arginina por uma glutamina (p.R506Q) e é denominada de mutagdo de Leiden. Esta mutagdo é
0 mais importante fator de risco genético para trombose venosa, e tém por consequéncia baixa
resposta anticoagulante a proteina C ativada. A presenca do Fator V de Leiden aumenta o
risco de eventos tromboembdlicos de 3-8 vezes em heterozigotos e de 9-80 vezes em
homozigotos. Trombose venosa profunda (TVP) é a forma mais frequente de
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tromboembolismo, sendo os membros inferiores o sitio mais comum (KUJOVICH, 2010;
GODOY, 2005).

Na populacdo em geral, a frequéncia de heterozigose varia de 3-8%, enquanto que a
homozigose é de aproximadamente 1:5000 (KUJOVICH, 2010) Em pacientes com HC,
estudos indicam que o risco de eventos tromboembdlicos € ainda maior nos portadores da
mutacdo de Leiden, embora a coexisténcia destas situacfes ndo seja determinante para a
ocorréncia de um evento vascular (MANDEL et al., 1996; KLUIJTMANS et al., 1998).

3.1.10 Estado nutricional e composicéo corporal

Alteracdes das propor¢des corporais sdéo comuns em pacientes com HC, e constituem
o chamado “fenétipo marfandide’. As principais alteragdes descritas sdo alta estatura e
dolicostenomelia; bidtipo magro também € descrito em alguns estudos. Até 0 momento,
acredita-se que estas alteracdes sejam consequéncia principalmente das anomalias 0sseas,

como o alargamento das metafises e epifises dos 0ssos longos (BRENTON, 1977).

A presenca de alta estatura é frequente. Em estudo realizado por Brenton et al. (1972),
cerca de 60% dos pacientes apresentavam percentil superior a 80 para estatura, e apenas 4/22
estavam abaixo do percentil 50. Ha evidéncias de que a homocisteina ou seus derivados,
como o acido homocistéico, sdo capazes de promover a aceleracdo do crescimento. Topaloglu
et al. (2001) demonstraram que existe associacdo direta entre niveis plasmaticos de
homocisteina e escores de velocidade de crescimento e estatura entre pacientes com HC.
Neste estudo, pacientes com controle metabdlico 6timo tiveram taxas de velocidade de

crescimento significativamente menores do que aqueles com controle metabdlico inadequado.

Recentemente, estudos vém demonstrando que o metabolismo alterado da
homocisteina pode gerar também alterac6es na composicao corporal. Elshorbagy et al. (2008)
estudaram a associacdo entre os niveis plasméticos de cisteina e o percentual de gordura
corporal em uma populacéo de mais de 5000 individuos saudaveis de meia idade e idosos. Os
autores encontraram uma forte associagdo linear positiva entre os niveis de cisteina e a
quantidade de gordura corporal (p<0,001), independente da dieta, exercicio ou niveis de

lipideos plasmaticos. Em pacientes com HC, este efeito seria ainda maior, ja que a deficiéncia
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de CBS pode provocar reducgdo significativa na concentracdo plasmatica de cisteina (LEE e
BRIDDON, 2007).

Apesar de largamente descrito, o “bidtipo magro” nunca foi adequadamente estudado
na HC. A Unica descrigdo relativa a composicao corporal foi feita por Gibson et al. em 1964.
Neste estudo, os autores descrevem achados de necropsia de um paciente com HC, relatando

pouca quantidade de gordura subcuténea, especialmente nos membros inferiores.

Em estudo inédito, Gupta e Kruger (2011) demonstraram que ratos com deficiéncia de
CBS apresentam cerca de 50% de reducdo de massa adiposa quando comparados a animais
controles. Este decréscimo foi associado com reducdo significativa da expressdo da proteina
hepatica Scd-1, uma enzima lipogénica chave para a sintese de acidos graxos

monoinsaturados.

Se efeito semelhante ocorrer em humanos com HC, é possivel que esta redugéo
extrema no teor de gordura corporal tenha implicacdes clinicas, ja que este tecido exerce
diversas funcGes metabdlicas e estruturais essenciais. Entre estas fungdes, cabe destacar a
estreita relagdo entre massa adiposa e massa 0ssea (KERSHAW e FLIER, 2004; REID, 2008).

A avaliacdo da composicao corporal pode ser realizada por diferentes métodos, sendo
que a maioria deles utiliza o modelo classico de dois compartimentos, dividindo o peso
corporal em massa gorda e massa livre de gordura. Os métodos de avaliacdo podem ser

divididos em quatro categorias:
1) Antropometria: compreende medidas de peso, altura e dobras cutaneas;

2) Analise do conteddo de &gua corporal: pode ser realizada pelo método

bioimpedancia elétrica (BIA) ou através de isdtopos radioativos de agua (deutério).

3) Métodos de imagem: tomografia computadorizada, ressonancia magnética ou

absorciometria de feixe duplo (DXA — dual X-ray absorptiometry).
4) Medidas de volume corporal: pesagem hidrostéatica e a pletismografia

O alto custo, baixa disponibilidade e necessidade de treinamento do operador limita o
uso das duas Gltimas categorias para avaliagdo da composicdo corporal. A avaliagdo
antropomeétrica e o exame de BIA sdo técnicas seguras, de baixo custo, além de reprodutiveis

e acuradas, desde que realizadas por profissionais devidamente treinados (ELLIS, 2001).
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3.1.10.1 Antropometria

A antropometria € um método rapido, ndo invasivo, de baixo custo e facil aquisicdo
para avaliacdo dos segmentos corporais. As dobras cutdneas sdo as medidas antropométricas
de escolha para estimar a composicao corporal de individuos e popula¢es. A medida de uma
dobra cuténea reflete a espessura da pele e do tecido adiposo subcutaneo em locais especificos
do corpo. O pressuposto desta técnica é de que o tecido adiposo subcutaneo pode estimar a
gordura total por ser uma fracdo constante do conteldo adiposo corporal. A utilizacdo de
procedimentos padronizados e a afericdo por profissionais treinados garantem a acurécia e
confiabilidade das medidas (FONTANIVE et al., 2007; PIETROBELLI e TATO, 2005).

Através da afericdo de quatro dobras cuténeas — biciptal (DCB), triciptal (DCT),
subescapular (DCSE), suprailiaca (DCSI) — pode ser feito o calculo da densidade corporal, a
partir da formula de Durnin & Womersley (tabela 2).

Tabela 2. Equacdes para estimativa da densidade corporal (kg/m?) para ambos os sexos
(FONTANIVE et al., 2007)

Homens Mulheres
Idade (anos) Densidade Idade (anos) | Densidade
17-19 D=1,1620-0,063 x log(x:) | 16-19 D= 1,1549-0,0678 x log(xy)
20-29 D= 1,1631-0,0632 x log(xy) | 20-29 D= 1,1599-0,0717 X log(xy)
30-39 D=1,1422-0,0544 x log(xy) | 30-39 D= 1,1423-0,0632 x log(xy)
40-49 D=1,1620-0,070 x log(x:) | 40-49 D= 1,1333-0,0612 X log(xy)

X;= somatorio das quatro dobras

A partir da densidade encontrada na formula acima, o percentual de gordura corporal

total pode ser calculado pela formula de Siri:

% gordura corporal = 495 -450x100

densidade
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3.1.10.2 Bioimpedancia elétrica (BIA)

Consiste em um método répido e ndo invasivo de avaliacdo da composicédo corporal. O
método baseia-se no conceito de que tecidos ricos em agua e eletrélitos sdo mais resistentes a
passagem da corrente elétrica do que o tecido adiposo. Nessa técnica, a impedancia é medida
através de um sinal elétrico de baixa intensidade que passa através do corpo. As estimativas
sdo obtidas a partir de equacdes que determinam o teor de agua total do organismo e, a partir
desta, o teor de massa magra e o teor de gordura. No método tetrapolar, sdo utilizados quatro
eletrodos colocados na mao e punho direitos e tornozelo e pé direitos. O aparelho é entdo
conectado a dois pares de eletrodos, que conduzem uma corrente de baixa voltagem pelo
corpo, sendo medidas a resisténcia e reactncia elétrica. Através dos valores obtidos
combinados com dados de peso, altura e sexo séo feitos os célculos de compartimentos
corporais (PIETROBELLI e TATO, 2005; DUARTE e CASTELLANI, 2002).

Existem diversas equacdes disponiveis para a estimativa da composicdo corporal
atraveés da BIA. Algumas, no entanto, séo validadas apenas para populacdes especificas (faixa
etaria, sexo, etnia), ndo sendo reproduziveis em outros cenarios. Recomenda-se utilizar
equacOes desenvolvidas em comparagdo com métodos validados e com um erro de predicao
<3,0kg em homens e <2,3kg em mulheres (KYLE et al., 2004).

Alguns fatores podem diminuir a acuracia do exame, sendo que a principal fonte de
erro esta relacionada a fatores que alteram o estado de hidratacdo do individuo, como
alimentacdo, bebidas, exercicios fisicos e uso de alguns medicamentos. Para melhorar a
precisdo dos resultados, alguns cuidados devem ser tomados antes da realizacdo do exame,
como ndo ingerir bebida alcodlica, garantir ingestdo de agua suficiente para hidrata¢do, ndo
fazer exercicios extenuantes nem ingerir diuréticos ou laxantes (FONTANIVE et al., 2007;
VITOLO, 2008).
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4 OBJETIVOS

4.1 PRIMARIOS

1. Caracterizar a composicao corporal de pacientes com homocistiniria classica por meio

de antropometria e de bioimpedéncia elétrica.

2. Avaliar a frequéncia de mutacdes comuns nos genes CBS, MTHFR e F5 em pacientes
brasileiros com homocistinuria classica.

4.2 SECUNDARIOS

1. Relacionar os achados genéticos com dados clinicos - responsividade a piridoxina,
historia de evento tromboembolico - e bioquimicos: niveis séricos de cisteina,

metionina e homocisteina.

2. Avaliar a relacdo entre o percentual de gordura corporal e o indice de massa corporal

com 0s niveis séricos de cisteina, metionina e homocisteina.

3. Relacionar os niveis de cisteina, homocisteina e metionina e o percentual de gordura

com os escores T de fémur e coluna mensurados por densitometria 0ssea.

4. Determinar a concordancia entre dois métodos utilizados para avaliacdo da

composicao corporal (antropometria e bioimpedencia elétrica).
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ABSTRACT

The objective of this study was to investigate changes in body composition and their
correlation with clinical and biochemical findings in patients with classical homocystinuria.
Also, a screening of common mutations in CAS, MTHFR, and F5 genes was conduct.
Methods: The genotypic assessment was done in 11 patients and included the research of
pathogenic mutations p.1278T, p.T191M, and p.G307S, as well as of polymorphism
€.844ins68 in CpAS gene; ¢.677C>T and ¢.1298A>C in MTHFR gene; and p.R506Q in F5
gene, all by PCR-RFLP. The clinical history and the result of bone densitometry were
obtained by the review of clinical records. The assessment of body composition was done in
8/11 patients by means of anthropometry and electrical bioimpedance; plasma levels of
methionine, homocysteine, and cysteine were determined at the same visit by HPLC. Results:
Five patients showed low body fat percentage by at least one of the methods. The body mass
index was significantly correlated with the levels of homocysteine (r=-0.946), methionine (r=
-0.788) and cysteine (r= 0.915). No significant correlation was found between those variables
and the densitometry T-scores. Among the pathogenic mutations of CAS gene, p.1278T was
the only one found (n=3/9 families); however, in 2/3 families, it was in cis with ¢.844ins68. It
was not possible to establish an association between mutations in MTHFR and F5 and the
occurrence of thromboembolic events. Conclusions: CBS deficiency has a significant impact
on body composition, and the decrease in body fat percentage may be an important
pathogenic mechanism in classical homocystinuria. Our findings suggest that the profile of
mutations in CAS gene found in Brazilian patients with classical homocystinuria is different
from that of other populations and do not corroborate the role of MTHFR and F5 genes as

disease modifiers.

Synopsis: This study showed for the first time that the deficient activity of CBS of has a
significant impact on human body composition. The following were seen herein: low body fat
percentage, and an association between levels of cysteine, homocysteine, and methionine and
body mass. The mutational profile of Brazilian patients with classical homocystinuria seems
to be different from that of other populations, and no strong influence was found in MHTFR

and F5 genes on phenotype severity.
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INTRODUCTION

Classical homocystinuria (OMIM 236200) is an inborn error of metabolism of
recessive autosomal inheritance caused by the deficient activity of cystathionine p-synthase
(CBS; EC 4.2.1.22). This enzyme is responsible for the degradation of homocysteine, and its
deficiency results in an increase in plasma levels of homocysteine and methionine and the
decrease in cysteine levels. Its worldwide prevalence is estimated at 1:344,000 individuals
(Mudd et al. 2001).

From a clinical standpoint, the classical signs of the disease include the following
systems: ocular (ectopia lentis, myopia), vascular (thromboembolism), central nervous
(mental retardation, psychiatric disorders), and skeletal (osteoporosis). The so-called
“marfanoid phenotype”, i.e., tall height, dolichostenomelia and a lean biotype, is also
common (Mudd et al. 1985, Brenton et al. 1972). Treatment includes the supplementation of
pyridoxine (CBS co-factor) and folic acid and, in some cases, betaine and a methionine-
restricted diet (Wilcken, 2006).

Besides its classic manifestations, recent findings indicate that the altered metabolism
of homocysteine could influence body composition. In healthy individuals there is a strong
positive and independent correlation between the levels of cysteine and body fat (Elshorbagy
et al. 2008). In an animal model of homocystinuria, a marked decrease in the content of
adipose tissue was described as being associated to low levels of cysteine (Gupta and Kruger
2011); however, these changes have not yet been studied in patients. Given that the amount of
body fat is closely related to bone mineral density, these changes could have important
clinical implications in classical homocystinuria (Reid 2008).

Over different 160 pathogenic mutations have been described for CAS gene
(http://cbs.If1.cuni.cz/index.php). Although several of these mutations are private, 3 mutations
correspond to nearly half of the mutated alleles: p.1278T (¢.833T>C), p.T191M (c.572C>T),
and p.G307S (c.919G>A). The first mutation presents a pan-ethnic distribution, while the
second mutation is more common in Latin American countries, and the third mutation is more
common in Celtic countries. The common polymorphism c.844ins68 in CAS gene is always
segregated in cis with mutation p.1278T, integrating the so-called “double mutation allele”; in
this case, p.1278T acquires a non-pathogenic character (Shih et al. 1995; Cozar et al. 2011,
Urreizti et al. 2006; Gallagher et al. 1995, Chassé and Barouki 2009). Two polymorphisms in
MTHFR gene, which codifies methylenetetrahydrofolate reductase (EC 1.7.99.5), c.677C>T
and C.1298A>C, are frequent and result in hyperhomocysteinemia and in increased
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cardiovascular risk in the general population (Miyaki 2010; Weisberg et al. 2001; Klerk et al.
2002; Xin et al. 2009). In F5 gene, mutation p.R506Q (c.1691G>A), called Leiden mutation,
is considered a thrombophilic factor. In studies that included, respectively, 6 and 24 patients
with classical homocystinuria, Mandel et al. (1996) and Kluijtmans et al. (1998) found an
association between the occurrence of thromboembolic events and the presence of Leiden
mutation or of mutations in MTHFR.

The objective of the present study was to evaluate the body composition of patients
with classical homocystinuria, identifying changes in body fat percentage and correlating
findings with the levels of cysteine, homocysteine, methionine and bone densitometry T-
scores. Moreover, a screening of common mutations in CAS, MTHFR and F5 genes was
conducted.

METHODS

The present study was approved by the Research Ethics Committee of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil, and the procedures were conducted after the
application of the Informed Consent Term to patients or their caretakers.

Patients

Eleven Brazilian patients with classical homocystinuria from 9 unrelated families were
included in the study (Table 1). Seven families (n= 9 patients) were from the state of Rio
Grande do Sul (Center 1); the other patients were from the northeast region of Brazil (Center
2).

The levels of homocysteine and methionine (cysteine was unavailable) at diagnosis, of
the past 5 years, and the last result of bone densitometry (T-score of the lumbar spine and
femur), as well as data on the clinical history, were obtained by means of medical records
review. Because patient 9 had a recent diagnosis, the 3-year results of homocysteine and
methionine were obtained. All patients had their diagnosis of classical homocystinuria based
on the coexistence of hypermethioninemia and/or hyperhomocysteinemia and a positive
cyanide-nitroprusside test, besides a clinical picture compatible with classical homocystinuria.

Only one patient had a homocysteine result at diagnosis.

Assessment of Body Composition
The body composition was assessed in 8/9 patients from Center 1 (one patient did not

agree to perform this procedure) in a single appointment by means of anthropometry and



49

electrical bioimpedance (BIA). Anthropometry was done measuring the following skinfolds:
triciptal (TSF), biciptal (BSF), subscapular (SSSF), and suprailiac (SISF). In all patients,
measurements were taken by the same person. Body density was calculated based on the
measures of the folds, and later body fat percentage was calculated using the Siri formula
(Fontanive et al. 2007). Also, the Z-score of 2 isolated folds (TSF and SSSF) was calculated
to evaluate the relation between the amount of body fat of specific points (torso and limbs)
and the levels of cysteine, homocysteine, and methionine and T-scores (Frisancho 1990).
Weight and height were verified for the calculation of the Body Mass Index (BMI). The
analysis by BIA was done using the tetrapolar method and following all recommendations
given by ESPEN (Kyle et al. 2004b). From the results obtained, body fat percentage was
calculated using the Kushner formula (Kushner and Schoeller 1986) and was then classified
as: low/not recommended, intermediate, high and obesity (Heyward and Wagner, 2004).

Genetic Assessment

Mutation analysis was performed applying the RFLP method (Restriction Fragment
Length Polymorphism). Genomic DNA was extracted following the precipitation method
with salts described by Miller et al. (1988).
Identification of mutations p.1278T, p.T191M, and p.G307S and of polymorphism
€.844ins68 in CAS gene: For the assessment of polymorphism c¢.844ins68 and mutations
p.1278T and p.G307S, the amplification of exon 8 was performed by PCR using the primers
described by Sperandeo et al. (1995). For the assessment of polymorphism c¢.844ins68, the
product of PCR was submitted to agarose gel electrophoresis for the differentiation of
amplified fragments of wild type alleles (175 pb) and with the insertion (243 pb). For the
detection of mutations p.1278T and p.G307S, the product of PCR was submitted to digestion
with enzymes BsrSI and Alul, respectively. The presence in cis of mutations p.1278T and
.844ins68 was identified by means of enzymatic digestion of the 243pb fragment. Mutation
p.T191M was identified by means of the amplification of exon 5 using primers described by
Urreizti et al. (2006), followed by digestion by enzyme Hsp92Il. Discordant results regarding
mutation p.1278T and polymorphism ¢.844ins68 found in family 1 (Table 1) were confirmed
by PCR of 2 samples collected in different moments and by sequencing of exon 8, the latter in
patients 1b, 1c, and their mother.
Identification of polymorphisms ¢.1298A>C and c¢.677C>T in MTHFR gene: For the
detection of polymorphism ¢.1298A>C, the codifying sequence was amplified using the

primers described by Van der Put et al. (1998), and after that digestion by enzyme Mboll was



50

performed. For polymorphism c.677C>T, primers described by Frosst et al. (1995) were used,
and the product was submitted to digestion by enzyme Hinfl.

Identification of mutation p.R506Q in F5 gene (Factor V Leiden): the codifying sequence
was amplified by means of the primers described by Koeleman et al. (1994), and the product
of PCR was submitted to digestion by enzyme Mnll.

Laboratory Assessment

On the same day of the verification of BIA and anthropometry, fasting blood was
collected to determine the concentration of homocysteine, methionine, and cysteine by HPLC
(High Performance/Pressure Liquid Chromatography).

Statistical Analysis
The statistical analysis was done using program SPSS version 16.0 for Windows®. Due to
their asymmetrical distribution, variables were presented by means of median and
interquartile interval 25-75 (1Q25-75). The association between body fat percentage, levels of
cysteine, homocysteine, and cysteine, and the T-scores of the femur and spine was evaluated
by means of Spearman correlation coefficient. Kappa coefficient was used to verify the
degree of agreement in the classification of body composition by the anthropometric method

and BIA. A value of p<0.05 was considered significant.

RESULTS

Table 1 summarizes the clinical picture of patients. The median age at diagnosis was 9
years (1Q25-75=6.25-12 years). Four patients (44%) already had at least 3 systems
compromised at diagnosis (Table 1). Parental consanguinity was reported by 3/9 (33.3%)
families.

All patients with available clinical data (n=8) were receiving some type of treatment
at the time of study inclusion: pyridoxine (n=6), folic acid (n=7), betaine (n=7), acetylsalicylic
acid (n=8), dietary methionine restriction (n=8), and supplementation with a methionine-free
formula (n=1). However, most patients presented inadequate metabolic control (Table 2). Six
patients were non responsive to pyridoxine; one was partially responsive (patient 4), and one
was responsive (patient 3). At assessment, median homocysteine was 147.5umol/L (1Q25-
75=43-299); median methionine was 351.5umol/L (1Q25-75=73-628), and median cysteine
was 287.5umol/L (1Q25-75=155-354).
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The results of the assessment of body composition are presented in Table 2. Of the 8
patients, 5 presented a low or lower body fat percentage (below recommendation) according
to at least one of the methods. The remaining patients presented an average content of body
fat. Kappa coefficient of agreement among methods was 0.50.

Homocysteine levels at assessment and their median of the last 5 years correlated
negatively with the current BMI (r=-0.946, p<0.001 and r=-0.838, p=0.009, respectively),
while the levels of cysteine presented a positive correlation (r=0.915, p=0.001). The levels of
methionine at assessment also presented a negative correlation with the BMI (r=-0.788,
p=0.02). No relation was found between metabolites with height or the percentage of body fat
evaluated by the anthropometric method or by BIA. However, the Z-score of the isolated
measure of TSF was positively correlated with the levels of cysteine (r=0.737, p=0.03). The
T-score of the femur presented a positive correlation with cysteine (r=0.741) and a negative
correlation with homocysteine at assessment (r=-0.741), although these correlations did not
reach statistical significance (p=0.09).

The result of the genotypic assessment is presented in Table 1. No allele was
detected with mutations p.T191M and p.G307S, while a patient presented mutation p.1278T in
homozygous, and 3 unrelated patients presented it in heterozygous. In all these cases,
polymorphism c¢.844ins68 was found in cis with p.1278T, except for individual 9, who
presented the allele containing only p.1278T. The Factor V Leiden was found in 2 alleles. In
MTHFR gene, ¢.677C>T was detected in 5 alleles, and ¢.1298A>C was detected in 9. In
patients with genotype TT of ¢.677C>T or heterozygotes for both polymorphisms of MTHFR
(n=2), median homocysteine in 5 years was 56.8umol/L (1Q25-75=31.7-197.7), while the
remaining of patients (n=6) presented a median of 182.9umol/L (1Q25-75=48.4-222.3).

DISCUSSION

This is the first study to evaluate the relation between the main metabolites of the
homocysteine pathway with body composition and bone mass in patients with classical
homocystinuria.

The characteristics of our sample, i.e., late diagnosis, clinical manifestations in several
systems, and unresponsiveness to pyridoxine, may indicate that classical homocystinuria is
underdiagnosed in our region. It is possible that most patients with milder forms of the disease

and atypical manifestations are not diagnosed, and lack of knowledge of health professionals
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about this disease may be the main factor related to the lack of and delay in its diagnosis. In
Brazil, the national newborn screening program does not include the test for homocystinuria.

Increasing evidence showing that levels of cysteine and homocysteine influence body
composition especially fat mass led us to study this association in patients with classical
homocystinuria. The methods for the assessment of body composition, anthropometry and
BIA, were chosen because they are not invasive, have good availability and broad clinical
application. Anthropometry is performed by measuring skinfolds at specific areas of the body
and is used as a predictor of body fat because it estimates the amount of subcutaneous adipose
tissue, which on its turn represents a constant fraction of the body fat content (Pietrobelli and
Tato 2005). The standard error of the body composition estimate by anthropometry varies
between 3 and 11% (Wang et al. 2006). The main limitations of the method are the validation
of the equations in specific populations and inter-evaluator variations (Ellis 2001).

BIA is verified by means of a low-intensity electrical signal that passes through the
body. The method is based on the concept that tissues rich in water and electrolytes are more
resistant to the passage of the electric current when compared to the adipose tissue. From the
determination of the content of total body water it is possible to calculate the content of lean
mass and of fat mass (Kyle et al. 2004a; Pietrobelli and Tato 2005). The Kushner equation
was used in our study, for it is the most accurate formula for the assessment of body fat
percentage in several populations (Cooper et al. 2000; Newton et al. 2005; Mattar et al. 2011).
The standard error of the estimate of body composition by BIA varies between 3 and 5%. The
main factor related to verification errors is the status of body hydration (Kyle et al. 2004,
Houtkooper et al. 1996). The disagreement of anthropometry and BIA results in two cases and
the median Kappa coefficient found in our sample, indicate that, despite the care taken at
taking the measurements, estimation errors related to the methods may have happened.

In our sample, the assessment of the fat mass indicated that patients with classical
homocystinuria presented with low (more frequently) or intermediate body fat percentage.
However, only two patients had low weight by the BMI, which indicates that the decrease in
adipose tissue was more marked than in total mass. The lack of a relationship between the
percentage of total body fat and homocysteine or cysteine may have happened due to the
following: the small sample size, an influence of other body compartments, or limitations of
the methods used. Furthermore, one should consider that the present sample was composed of
treated patients. Even without good metabolic control, treatment prevents complications and
modifies the natural history of the disease (Wilcken and Wilcken 1997; Yap 2003). The

correlation found between the Z-score of the TSF and the concentration of cysteine is a sign
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that there is an association between fat mass and cysteine. It also suggests the existence of a
possible alteration in the distribution of adipose tissue in the deficiency of CBS, since the
measurement of TSF specifically reflects the subcutaneous adipose tissue of the upper limbs.
The same relation was not found for the Z-score of SSSF, which is an indicator of
subcutaneous fat of the torso. This observation is in line with the necropsy findings of Gibson
et al. (1964), who described the existence of a small amount of subcutaneous fat in patients
with classical homocystinuria, especially in the limbs.

The association between cysteine and fat mass has been a recent target of studies in
healthy individuals. In the large cohort of the Hordaland Homocysteine Study, serum
concentration of cysteine presented a strong positive and independent association with the
BMI and the percentage of total body fat, even after the adjustment for the concentration of
homocysteine. Similarly, homocysteine showed a negative correlation with the BMI and the
body fat percentage. Methionine levels were not evaluated. The authors observed that the
relation between cysteine and fat mass was much stronger than that with homocysteine and
concluded that this was the main determining factor for the percentage of total body fat in that
population (Elshorbagy et al. 2008).

Recently, the effect of the deficiency of CBS in body composition was evaluated in an
animal model of classical homocystinuria. In that study, the authors observed that rats with a
deficiency of CBS presented around 50% less fat mass when compared to control animals,
while the decrease in lean mass was small (9% in females and 14% in males). This decrease
was associated with a significant decrease in cysteine levels and in the expression of hepatic
Scd-1 protein, which is a key lipogenic enzyme for the synthesis of monounsaturated fatty
acids. To test the hypothesis that the correction of cysteine deficiency could modify this
phenotype, a group of animals received supplementation of N-acetylcysteine in water since
birth. Although the supplementation normalized cysteine levels, it did not change the
expression of protein Scd-1 and the body fat percentage (Gupta and Kruger 2011). The
following are possible explanations for this: the observed decrease in the intake of water and
feed, the antioxidant effect of N-acetylcysteine, or the influence of other metabolites of the
homocysteine pathway in body composition.

In our study, methionine levels also showed a positive association with the BMI.
However, there is no evidence that methionine alone has effects in the body composition
(Elshorbagy et al. 2011). It is possible that the relation found herein is only a reflex of
homocysteine levels, which when elevated are reconverted to methionine by the

remethylation route.
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To evaluate the effect of the decrease in fat mass in bone health, we investigated the
relation between densitometry T-scores and biochemical and body composition parameters.
No association between the percentages of total body fat or isolated skinfolds with bone
density was found. However, the T-score of the femur presented a tendency of a positive
association with cysteine and of a negative association with homocysteine. Cysteine seems to
play a central role in the development of osteoporosis, since the latter is not observed in other
types of homocystinuria without cysteine deficiency (Wilcken 2006). In the same Hordaland
cohort, cysteine levels were positively associated with bone mineral density, but this relation
was lost when adjusted for lean mass and fat mass, demonstrating the effect mediated by body
composition. On its turn, the concentration of homocysteine was inversely related to bone
mass in male individuals, independently from other variables (Elshorbagy et al. 2009). In our
study, all patients with osteoporosis or osteopenia received a specific treatment for it, and this
may have influenced results.

The screening for common pathogenic mutations in the CBS gene revealed that,
among the mutations studied, mutation p.1278T was the most prevalent in our population,
although in only one patient it was not in cis with ¢.844ins68, being therefore pathogenic.
This mutation, which is found in several parts of the world, is associated with responsiveness
to pyridoxine and an attenuated phenotype. In our sample, the affected patient (patient 9) was
diagnosed late, after two thromboembolic events, although she presented with ectopia lentis.
Initial treatment showed that this patient was not pyridoxine-responsive. Although
uncommon, the non-responsiveness to pyridoxine associated to mutation p.1278T has already
been described (Kim et al. 1997). It is likely that the second mutation, yet unidentified,
contributes to this phenotype.

Mutation p.G307S is common in populations of Celtic origin, being responsible for
over 70% of the mutated alleles in Ireland (Gallagher et al. 1995). The absence of this
mutation in our sample shows its rarity in our continent, since, until now, no allele has been
detected in Latin America. On the other hand, mutation p.T191M is very prevalent in
countries of the Iberian Peninsula and Latin American countries (Cozar et al. 2011, De Lucca
and Casique 2004; Porto et al. 2005, Bermudez et al. 2006). The fact that no allele for this
mutation was detected in our sample may be explained by the predominantly German and
Italian background of the south region of Brazil, where most of the patients in the present
study came from. Besides, one should consider that private mutations are common in classical
homocystinuria (Kraus et al. 1999). Besides the present study, the only other Brazilian study

that genotyped patients with classical homocystinuria (Porto et al. 2005) found, in 11
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unrelated patients, a frequency of 13% for mutations p.T191M and p.1278T as well as the
absence of mutation p.G307S; 3/11 patients were heterozygotes for p.1278T, but only one
allele with insertion c.844ins68 was detected.

In family 1, discordant results were found in relation to double mutation
C.[833T>C;844ins68]. While 2 patients and their mother were heterozygotes for this
alteration, patient 1c was homozygote. These findings were confirmed for the 4 individuals in
two independent samples by PCR-RFLP. Moreover, the region involved was sequenced in
patients 1b and 1c as well as in their mother. Unfortunately, the DNA of their father was not
available for analysis. As the clinical history of the father was not compatible with classical
homocystinuria and as both physical exam and homocysteine levels of the mother were also
not suggestive of this diagnosis, further studies will be conducted in order to exclude
hypotheses such as false paternity/maternity or uniparental disomy in 1c.

Of the 4 patients who had already presented thromboembolic events, only one (patient
5) was heterozygote for Factor VV Leiden. Moreover, this patient was homozygote TT for
polymorphism C.677C>T and heterozygote for C.1298A>C of MTHFR gene. This patient
presented a severe clinical phenotype, with significant ocular and bone complications,
although he did not present severe neurological compromise. Also, this patient presented the
highest value of mean homocysteine in our sample, despite therapeutic measures. This
unfavorable genotype may have contributed to the clinical picture presented by this patient.
However, in the total sample, five year homocysteine levels did not indicate that
polymorphisms in MTHFR were associated to higher values of homocysteine. The lack of
knowledge about the pathogenic mutations in CBS and the small sample size limited the
assessment of the relation between the genotypes of MTHFR and F5 and the phenotype
severity (e.g., the occurrence of thromboembolic events).

In conclusion, our study demonstrated for the first time the impact of the deficiency of
CBS in human body composition. Still, the decrease in content of body fat mediated by
cysteine and/or homocysteine may be one of the pathogenic mechanisms of CBS deficiency;
however, further studies are necessary to prove this relation. The screening of pathogenic
mutations in CSS gene detected only one pathogenic allele; this suggests the presence of rare
or private mutations in these patients. No association between the genotypes of MTHFR and

F5 and phenotype severity was seen in this sample.
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Table 1. Classical homocystinuria: profile of sample included in study and search of common mutations in CAS gene and in possible modifying genes (F5 and MTHFR) (n=11)*

Present  Ageat 5YearHcy Highest Genotypes
Patient Gender ~ Age  Diagnosis (median) Hcy Value Clinical Manifestations cps F5 MTHFR

(years)  (years) (umol/L)  (umol/L) Ocular Bone Vascular' CNS p.I278T p.T191M p.G307S c.844ins68 p.R506Q°  ¢.677C>T c.1298A>C
la F 31 12 248 361.4 + + + + +/- /- /- +/- /- cc AC
1b M 35 14 152.4 205 + + - + +/- /- /- +/- /- cc AC
1c F 26 7 264.8 350 + + - + +/+° /- /- ++ /- cc AC
2 F 22 8 63.4 182.9 + + - + -/- -/- -/- -/- -/- CcC AC
3 M 18 4 189.4 219.4 + + - - -/- -/- -/- -/- +/- CcC AC
4 M 17 2 32 56.3 + + + + -/ -/ -/ -/ -/- CT AC
5 M 21 6 205.6 344 + + + + -/- -[- -/- -/- +/- TT AC
6 F NA NA NA NA NA NA NA NA -/- -/- -/- -/- -/- CT AC
7 M 10 14 NA NA + NA NA + -/- -[- -/- -/- -/- CcC AC
8 M 12 15 NA NA NA NA NA NA +-2 -/- -[- +/- -/- CT AA
9 F 28 25 30.8 250 + + + - +/- -[- -[- -/- -/- CcC AA

* Patients of the same family are represented by the same number.

F: female; M: male; Hcy: homocysteine; NA: data not available; CNS: central nervous system, (+) present, (-) absent.

1: Patients 1a and 4 presented cerebrovascular events, and patients 5 and 9 presented deep venous thrombosis

2: In patients 1a, 1b, 1c, and 8, mutation p.1278T was found in cis with insertion ¢.844ins68, which characterized it as being non-pathogenic.
3: Factor V Leiden



Table 2. Results of the biochemical assessment, bone densitometry, and body compaosition by anthropometry and BIA (n=8)
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Hcy Met Cys T Score — bone densitometry Height BMI Anthropometry BIA

Patient (umol/L) Spine Femur (m) (kg/m?) Classification| % Body Fat Classification* | % Body Fat Classification*
la 186.64 88.5 354.63 0.9 -0.9 1.74 20.54 Eutrophy 16.84 Intermediate 19.72 Intermediate
1b 322.23 630.5 138.82 -1.4 -1.3 1.64 17.25  Underweight 17.83 Low 22.56 Low
1c 321.73 593.3 124.97 -2.6 -1.9 1.62 17.37  Underweight 19.25 Low 18.69 Low
2 109.76 624.6 226.49 -0.5 -0.8 1.73 20.38 Eutrophy 22.76 Low 18.96 Low
3 10.82 110.3 354.63 -1.3 NA 1.78 21.28 Eutrophy 14.7 Intermediate 14.87 Intermediate
4 42.71 26.08 390.81 -1.4 0.2 1.68 23.03 Eutrophy 20.1 Intermediate 10.36 Low
5 233.86 915.3 206.93 -4.5 -2.4 1.80 18.95 Eutrophy 12.84 Intermediate 15.27 Intermediate
9 48.65 69.2 349.62 NA NA 1.78 21.68 Eutrophy 19.7 Low 29.8 Intermediate

*Patients classified as having low body fat include patients with low and not recommend levels of body fat.

Hcy: homocysteine, Met: methionine, Cys: cysteine, NA: data not available, BMI: body mass index; BIA: electrical bioimpedance

Reference values of: Hcy: 5-15umol/L; Met: 5-3umol/L; Cys: 174-378umol/L (Skovby 2003). Hcy target values for the treatment of classical homocystinuria are <20umol/L
for pyridoxine-responsive patients and <60umol/L for the remaining patients (Wilcken 2006).
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6. CONCLUSOES

Objetivo primério 1. Caracterizar a composicdo corporal de pacientes com

homocistinuria classica por meio de antropometria e de bioimpedéancia elétrica.

Encontramos cinco pacientes com baixo percentual de gordura por pelo menos um dos
métodos enquanto que, pelo IMC, dois apresentavam baixo peso. Os resultados sugerem que a
reducdo na massa adiposa é frequente em pacientes com homocistindria classica e independe

da reducédo de massa corporal total.

Objetivo primario 2. Avaliar a frequéncia de mutag¢fes comuns nos genes CBS, MTHFR
e F5 em pacientes brasileiros com homocistinuria classica.

No gene CfS, apenas uma das mutagdes patogénicas pesquisadas foi identificada (p.1278T), e
somente em um alelo. Esta baixa frequéncia de mutagcdes comuns sugere que esta populagédo
seja portadora de mutagdes raras ou privadas. A frequéncia dos polimorfismos nos genes CfS,

MTHFR e F5 foi semelhante ao relatado na literatura.

Objetivo secundario 1. Relacionar os achados genéticos com dados clinicos -
responsividade a piridoxina, histéria de evento tromboembolico - e bioquimicos: niveis
séricos de cisteina, metionina e homocisteina.

Nao foi possivel relacionar o genotipo da CBS com a responsividade a piridoxina, uma vez
que apenas um alelo mutado foi detectado. Considerando a amostra total, ndo foi encontrada
relacdo entre mutacbes nos genes MTHFR e F5 e a gravidade do fendtipo. O pequeno
tamanho amostral e o desconhecimento das mutacdes patogénicas na CBS limitaram esta

avaliacao.

Objetivo secundéario 2. Avaliar a relacdo entre o percentual de gordura corporal e o
indice de massa corporal com o0s niveis séricos de cisteina, metionina e homocisteina.
Né&o foi encontrada correlagdo entre o percentual de gordura total e os niveis de cisteina,

metionina e homocisteina. No entanto, a forte relacdo inversa entre IMC e 0s niveis de
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metionina e homocisteina e a relacdo positiva do IMC com cisteina demonstra o efeito
significativo da deficiéncia de CBS na massa corporal. A falta de relagdo entre percentual de
gordura e os metabdlitos pode ter ocorrido pelos seguintes motivos: erros relacionados aos
métodos, alteracbes concomitantes em outros compartimentos corporais (como massa
muscular) ou distribuicdo anormal do tecido adiposo. Esta ultima hipdtese é suportada pela
relacdo encontrada entre cisteina e DCT (que reflete o tecido adiposo de membros superiores)
e relatos da literatura, que descrevem baixo conteldo de tecido adiposo subcutédneo em

membros de pacientes com homocistindria classica.

Objetivo secundario 3. Relacionar os niveis de cisteina, homocisteina e metionina e o
percentual de gordura com os escores T de fémur e coluna mensurados por
densitometria 0ssea.

N&o foi encontrada relacdo entre o percentual de gordura e os escores T da densitometria.
Houve tendéncia do escore T de fémur correlacionar-se positivamente com cisteina e
negativamente com homocisteina, e € provavel que a falta de significancia tenha ocorrido pelo

tamanho amostral (apenas 6 pacientes tinham resultado do escore T de fémur).

Objetivo secundario 4. Determinar a concordancia dos dois metodos utilizados para

avaliacdo da composicao corporal (antropometria e bioimpedancia elétrica).

Observou-se concordancia mediana entre os testes, sendo que dois pacientes apresentaram
resultados conflitantes. N&o foi possivel estabelecer o melhor método a ser utilizado nesta

populacdo, e novos estudos serdo necessarios para identificar qual o método mais acurado.
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7. CONSIDERACOES GERAIS E PERSPECTIVAS

A relacdo entre o metabolismo alterado da homocisteina e a adiposidade foi descrita
recentemente em individuos saudaveis e em modelo animal de homocistinuria cléssica. Nosso
estudo é inédito na investigacdo de alteracBes na composicdo corporal (adiposidade) em
pacientes com homocistinuria classica. Infelizmente, os métodos utilizados ndo sdo livres de
erro, e isto pode ter subestimado o real efeito da deficiéncia de CBS na massa adiposa. A
utilizacdo de métodos de imagem pode melhorar a acurécia do teste e permite a avaliagdo de
outros compartimentos corporais, especialmente massa magra. O alto custo e limitada
disponibilidade desta técnica inviabilizaram seu uso nesta avalia¢do inicial.

Embora nosso estudo ndo tenha demonstrado relagdo entre a massa adiposa e a
densidade mineral dssea, evidéncias sugerem que o efeito da cisteina na perda mineral 0ssea
seja mediado pela massa corporal. A ampliacdo do tamanho amostral e analises longitudinais
poderéo demonstrar esta relacéo.

Uma das principais limitagdes de nosso estudo foi o tamanho amostral; no entanto, é
preciso considerar que a homocistiniria classica € uma doenca genética rara (prevaléncia
1:344.000 individuos) e provavelmente subdiagnosticada. J& a hiperhomocisteinemia
moderada é frequente na populacéo e parece estar envolvida no desenvolvimento e progressao
de diversas doencas, especialmente as cardiovasculares, que sdo a maior causa de
morbimortalidade no mundo. Além de possiveis implicacdes no tratamento da homocistinaria
classica, o estudo dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos na deficiéncia de CBS ¢
importante também para o entendimento do modo de acdo da homocisteina ou de outros
metabolitos na salde da populacdo em geral.

A triagem por mutagdes comuns no gene CAS por PCR-RFLP revelou apenas uma
mutacdo patogénica. Uma vez que esta estratégia ndo se mostrou efetiva para deteccdo de
mutacOes nesta amostra, procederemos ao sequenciamento do gene para identificacdo das
mutac6es. Além disso, a inclusdo de pacientes de outros centros do pais podera identificar o
perfil de mutac6es no gene CAS de pacientes brasileiros com homocistinaria cléssica.

Os resultados discordantes encontrados na familia 1, relativos a dupla mutagédo
€.[833T>C;844ins68] no gene CAS, foram confirmados por meio de repeticdo de PCR-RFLP
em amostras diferentes e também por sequenciamento da regido afetada (apéndice | e II).
Enquanto que a mée e 0s pacientes 1a e 1b eram heterozigotos, a paciente 1c era homozigota
para a insercdo; a homozigozidade de 1c foi um achado inesperado, visto que la, 1b e 1c

deveriam ser portadores das mesmas mutagdes patogénicas, e que, considerando os resultados
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encontrados em la e 1b, uma das mutagOes patogénicas deveria estar localizada no alelo com
a insercdo e a outra mutacdo patogénica no alelo sem a insercdo. O DNA do pai ndo era
disponivel para andlise, mas tanto ele quanto a mée ndo eram afetados. Estudos adicionais
serdo realizados nesta familia para excluir hipéteses como falsa paternidade/maternidade ou
dissomia uniparental na paciente 1.

A partir dos resultados deste estudo, planejamos desenvolver os seguintes trabalhos
junto a nosso grupo de pesquisa:

e Avaliar a composicdo corporal por outros métodos, especialmente métodos de imagem
como DXA. Além da quantificacdo da massa adiposa e massa livre de gordura, este
método permite ainda a avaliacdo simultéanea da densidade mineral ¢ssea.

e Realizar sequenciamento dos éxons codificantes do gene CAS a fim de identificar as
mutagdes patogénicas em nossa amostra.

e Identificar e estudar outros genes potencialmente modificadores de fenotipo e/ou
relacionados a resposta terapéutica.

e Realizar estudos genéticos na familia 1 com o objetivo de investigar a causa dos

resultados discordantes ohservados nos trés irméos afetados.
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ANEXO |

Termos de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - PACIENTES HCPA

Projeto: AVALIACAO CLINICA E GENETICA DE PACIENTES COM
HOMOCISTINURIA CLASSICA

Pesquisador responsivel: Dra. Ida Vanessa Doederlein Schwartz. Servigo de
Genética Médica, Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Rua Ramiro Barcelos, 2350,
Porto Alegre, RS. Telefone: (51) 3359801 1.

Prezado Paciente ou responsivel.

A homocistintiria € uma doenga hereditaria na qual um aminodcido chamado
homocisteina ndo consegue ser adequadamente transformado em outras substincias em
nosso corpo. Essa doencga é determinada por uma alteragio genética que faz com que
uma molécula (chamada enzima) seja defeituosa e nio consiga quebrar a homocisteina.

Este estudo tem como objetivo realizar a avaliagdo clinica e genética de
pacientes com homocistindria classica. Acredita-se que os resultados desta pesquisa
possam melhorar o conhecimento sobre a doenga, o que pode contribuir para a melhoria
1o diagnéstico e tratamento dela no futuro.

Caso vocé decida participar desta pesquisa, o seu prontudrio serd consultado a
fim de que sejam obtidas informagGes sobre seu diagnéstico, tratamento e resultados de
exames jd realizados. Durante uma das suas consultas ambulatoriais, também sera
realizada coleta de sangue para anilise do DNA e de outros exames laboratoriais.
Através da andlise de DNA, serio pesquisadas as possiveis mutaces causadoras da
doenga. Além disso, caso vocé permita, parte do sangue coletado serd armazenado para
futuras andlises.

Vocé concordou que, se restar algum material coletado apés a realizacio dos exames
previstos neste estudo, este material poderd ser armazenado e poder4 vir a ser utilizado
em estudos futuros, desde que eu revise ¢ assine o termo de consentimento de tais
estudos futuros:

() Sim, eu concordei.

( ) N#o, eu nio concordei. O material coletado deverd ser utilizado somente neste
estudo, e o material que sobrar nio devers ser armazenado.

O estudo também prevé a realizaciio do exame de bioimpedancia elétrica. Este &
um exame ndo invasivo e nio doloroso utilizado para avaliar a composi¢do corporal
(quantidade de gordura e de massa muscular). Existern hipéteses de que individuos com
homocistiniria possam ter alteragdo na composi¢io corporal, podendo apresentar baixo
teor de gordura.

Também serdo aferidos peso, altura e outras medidas corporais, chamadas
pregas cutdneas. Estas medidas serdo utilizadas para complementar os dados da
bioimpedancia.

Estima-se que o tempo para realizagfio destas medidas (bioimpedancia, pregas ¢
coleta de sangue) seja de aproximadamente 45 minutos.

N&o havers despesas ou ressarcimento para os participantes da pesquisa.

]
it}

-
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RISCOS E DESCONFORTOS

Os riscos e desconfortos causados pela coleta de sangue sdo semelhantes aos
tiscos envolvidos na coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina (a pele pode
ficar roxa e pode ocorrer dor no local da coleta). O desconforto e os riscos associados a
estas avaliagdes serdo minimizados pela realizacdo da coleta por profissional treinado.
A bioimpedancia elétrica utiliza corrente elétrica de baixa voltagem, que nio acarreta
riscos para o corpo humano. O PIeparo para o exame exige algumas medidas, como
evitar alimentos como chi e café, jejum de no minimo duas horas, evitar exercicios
fisicos intensos e beber bastante agua.

DUVIDAS

Em caso de dividas em relagio a pesquisa, vocé deve contatar a Dra. Ida
Vanessa Doederlein Schwartz (fone 51-99017418 ou 33598011). no Servigo de
Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Também poderi ser
contatado o Comité de Etica em Pesquisa do HCPA - fone 51 3359-7640.

RECUSA OU DESCONTINUICAO NA PARTICIPACAO DO ESTUDO

Sua participagio é voluntéria. Se vocé decidir nio participar do estudo, isso nio
afetard seu tratamento no HCPA. Sua participagio pode ser interrompida a qualquer
momento por vocg, e nio havendo qualquer tipo de prejuizo no seu atendimento normal,

CONFIDENCIALIDADE DAS INFORMACOES

As informagbes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais ¢
asseguramos o sigilo sobre sua participagdo. Os dados nio serdo divulgados de forma a
possibilitar sua identificacdo. Caso alguma informagio deste estudo scja de seu
interesse, faremos o possivel para informa-lo.

Data: __ / /

Paciente:

Assinatura:

Responsavel legal: -

Assinaturas

Eu expliquei a 0s objetivos e procedimentos para esta

pesquisa, e entreguei copia deste termo de consentimento para o mesmo.

Porto Alegre, [/ /

Nome e Assinatura do Pesquisador: o
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido -
PACIENTES EXTERNOS (Nao acompanhados no HCPA)

Projeto: AVALIACAO CLINICA E GENETICA DE PACIENTES COM
HOMOCISTINURIA CLASSICA

Pesquisador responsavel: Dra. Ida Vanessa Doederlein Schwartz. Servico de
Genética Médica, Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Rua Ramiro Barcelos. 2350,
Porto Alegre, RS. Telefone: (51) 33598011.

Prezado Paciente ou responsdvel,

A homocistintria ¢ uma doenga hereditiria na qual um aminodcido chamado
homocisteina ndo consegue ser adequadamente transformado em outras substincias em
110350 corpo. Essa doenga € determinada por uma alteraciio genética que faz com que
uma molécula (chamada enzima) seja defeituosa e nio consiga quebrar a homocisteina.

Este estudo tem como objetivo realizar a avaliagdo clinica ¢ genética de
pacientes com homocistintiria classica. Acredita-se que os resultados desta pesquisa
possam melhorar o conhecimento sobre a doenga, 0 que pode contribuir para a melhoria
no diagnéstico e tratamento dela no futuro.,

Caso vocé decida participar desta pesquisa, 0 seu prontudrio serd consultado a
fim de que sejam obtidas informagdes sobre seu diagnéstico, tratamento e resultados de
exames ja realizados. Durante uma das suas consultas, também ser4 realizada coleta de
sangue para andlise do DNA. Através da andlise de DNA, serdo pesquisadas as
possiveis mutagdes causadoras da doenga. Além disso, caso vocé permita, parte do
sangue coletado serd armazenado para futuras an4lises.

Vocé concordou que, se restar algum material coletado apés a realizacao dos exames
previstos neste estudo, este material poderd ser armazenado e poderd vir a ser utilizado
em estudos futuros, desde que eu revise e assine o termo de consentimento de tais
estudos futuros:

() Sim, eu concordei.

( ) Nao, eu ndo concordei. O material coletado deverd ser utilizado somente neste
estudo, e o material que sobrar néio devers ser armazenado,

Estima-se que o tempo para realizaciio desta medida (coleta de sangue) seja de
aproximadamente 15 minutos.
Néo havera despesas ou ressarcimento para os participantes da pesquisa.

RISCOS E DESCONFORTOS

Os riscos e desconfortos causados pela coleta de sangue sdo semelhantes aos
riscos envolvidos na coleta de Sangue para exames laboratoriais de rotina (a pele pode
ficar roxa e pode ocorrer dor no local da coleta). O desconforto ¢ us riscos associados a
estas avaliagOes serdo minimizados pela realizagio da coleta por profissional treinado.

L0 APROVADA
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DUVIDAS

Em caso de ddvidas em relagdo a pesquisa, vocé deve contatar a Dra. Ida
Vanessa Doederlein Schwartz (fone 51-99017418 ou 33598011), no Servigo de
Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Também poderd ser
contatado o Comité de Etica em Pesquisa do HCPA — fone 51 3359-7640

RECUSA OU DESCONTINUICAO NA PARTICIPACAO DO ESTUDO

Sua participagdo é voluntéria. Se vocé decidir nio participar do estudo, isso nio
afetard seu tratamento. Sua participacdo pode ser interrompida a qualquer momento por
voce, e ndo havendo qualquer tipo de prejuizo no seu atendimento normal.

CONFIDENCIALIDADE DAS INFORMACOES

As informagbes obtidas através dessa pesquisa serao confidenciais e
asseguramos o sigilo sobre sua participagio. Os dados nio serdo divulgados de forma a
possibilitar sua identificacio. Caso alguma informacdo deste estudo seja de seu
interesse, faremos o possivel para informa-lo.

Data: _ / [/

Paciente:

Assinatura;

Responsavel legal:

Assinatura:

Eu expliquei a 0s objetivos e procedimentos para esta

pesquisa, e entreguei copia deste termo de consentimento para o mesmo.
/

Nome e Assinatura do Pesquisador:

Data

!

Instituigdo:
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ANEXO 11

Instrucdes para realizacdo do exame de bioimpedancia elétrica

1. Ingerir no minimo 8 copos de agua (2 litros) no dia anterior a realizacdo
do exame.

2. N&o fazer ginastica ou exercicios vigorosos no dia anterior ao exame.

3. Nao ingerir 72h (3 dias) antes do exame alcool, cha, café, refrigerantes,
chocolates e bebidas energéticas que contenham cafeina.

4. Retirar joias, relégio ou outros objetos metalicos no dia da realizacédo do
exame.

5. N&o comer até duas horas antes do teste.

6. Entre as mulheres, este teste ndo deve ser feito no periodo pré-menstrual.
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APENDICE |

Heredograma da familia 1.

n [}

QO OL
I11 %ibih
1 2 3N 4 5 6 7
IAY

. Homocistinuria
Classica
Legenda: 113, genotipo ¢.[833T>C;844ins68]/[-]

I113 (paciente 1a), gendtipo c.[833T>C;844ins68]/[-]
I115 (paciente 1c), genétipo c.[833T>C;844ins68]/c.[833T>C;844ins68]
[116 (paciente 1b), gendtipo c¢.[833T>C;844ins68]/[-]
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APENDICE I1

Resultado da avaliagcdo do éxon 8 do gene CBS por PCR e sequenciamento.

1. Eletroforese em gel de agarose 1,5% do produto de PCR do éxon 8. A presenca de banda
dupla indica heterozigose para o polimorfismo c.844ins68.

Na ordem: mae (familia 1), paciente 1a, 1c, 1b, controle positivo (paciente 8) e controle
negativo (CT). As bandas de 175 e 243pb (com inser¢édo) sdo identificadas na figura.
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2. Resultado do sequenciamento da paciente 1c, 1b e da mée.

Paciente 1c

Inicio da insergédo Fim da insercédo

TGEGGGG T GATCATCCAG G TG GGGCTTTTGCTGGGCTTG AGCCCTG -\-\G((G(G(((T( TGCAG \T(!TIGGGGIGG-\T(((G-\-\GGGT((\T((T(G( AGAGCCGGAGGAGCTGAA
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S(\G\(GGRG( -\R-\(-\-\((T-L(G-\GGTGG-\-\GGG\T( GGCTACGACTTCATCCCCACGGTGCTGGAC !GG\(GGI\GGT(G-\GT((-\G-\
170 190 20

Paciente 1b
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TAGG TG G ATAATCAA GG TEGGGCTTTTIGC TRGSCTTG AGCCC TG AASCCGCSCCCTCTGOMRAT CAT TG GG GTGGATCCC EWMGGGTC CAT CC TCRYMCASCC GG AGGAGC TS AA)
E - 0 L] 20 100 1
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Na mée e no paciente 1b, a sobreposicdo de bandas indica a heterozigose para o polimorfismo
€.844ins68, enquanto que na paciente 1c € possivel identificar a sequéncia da insercdo em

homozigose.



