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1. RESUMO 

 

Introdução: A homocistinúria clássica é um erro inato do metabolismo causado pela 

atividade deficiente da cistationina β-sintase (CβS). É caracterizada pela elevação sérica de 

homocisteína e metionina e redução dos níveis de cisteína. As manifestações clínicas clássicas 

envolvem os sistemas ocular, vascular, nervoso central e ósseo. Entretanto, observações 

recentes sugerem que alterações na composição corporal, especialmente a redução de tecido 

adiposo, também pode ser uma manifestação frequente e clinicamente relevante nesta doença. 

Além disso, a gravidade do fenótipo clínico parece ser influenciada por outros genes além do 

CβS. O objetivo deste estudo foi investigar alterações na composição corporal e detectar 

mutações comuns nos genes CβS, MTHFR e F5 em pacientes com homocistinúria clássica; 

relacionando dados clínicos, bioquímicos e genéticos. Métodos: Realizada avaliação da 

composição corporal em 8 pacientes através de duas técnicas: antropometria (aferição das 

dobras cutâneas triciptal, biciptal, subescapular e suprailíaca) e bioimpedância elétrica (BIA). 

A partir dos resultados obtidos, calculou-se o percentual de gordura pelas fórmulas de Siri 

(antropometria) e Kushner (BIA). O índice de massa corporal (IMC) também foi calculado. 

Os níveis de metionina, homocisteína e cisteína foram mensurados por HPLC. A avaliação 

genotípica foi realizada em 11 pacientes através de PCR-RFLP. Pesquisadas as mutações 

p.I278T, p.T191M, p.G307S e c.844ins68 no gene CβS; c.677TC>T e c.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 não se relacionou com os achados 

bioquímicos ou ósseos, mas medida isolada da dobra cutânea triciptal correlacionou-se 

positivamente com os níveis de cisteína (p=0,03) Além disso, os níveis de homocisteína e 

metionina correlacionaram-se negativamente com o IMC, enquanto que a cisteína teve 

associação positiva (p<0.05). Houve tendência do escore T de fêmur associar-se 

negativamente com homocisteína e positivamente com cisteína (p=0,09).  Entre as mutações 

do gene CβS, a p.1278T foi a única encontrada (n= 3/9 famílias); entretanto, em 2/3 famílias 

estava em cis com a c.844ins68. Assim, em apenas um caso tinha caráter patogênico. Não foi 

possível estabelecer associação entre mutações em MTHFR e F5 e a gravidade do fenótipo. 

Conclusões: Os resultados sugerem que deficiência de CβS gera alterações significativas na 

composição corporal – observou-se redução do percentual de gordura independentemente do 

IMC.  Este pode ser um mecanismo patogênico importante envolvido na etiologia da 
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osteoporose na homocistinúria clássica, mas estudos adicionais são necessários para 

demonstrar esta relação. Os achados sugerem que as mutações patogênicas no gene CBS 

sejam raras ou privadas nesta amostra, e não corroboram a ação dos genes MTHFR e F5 como 

modificadores da doença.  

 

Palavras chave: Homocistinúria clássica. Cistationina β-sintase. Composição corporal. 

MTHFR. Fator V de Leiden. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Classical homocystinuria is an inborn error of metabolism caused by 

the deficient activity of cystathionine β-synthase (CβS). 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 CβS. The objective of the present study was to investigate 

alterations in the body composition and to detect common mutations in CβS, 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.I278T, p.T191M, 

p.G307S, and c.844ins68 in the CβS gene; c.677TC>T and c.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 CβS (p.I278T). An association between 

mutations in MTHFR and F5 and phenotype severity could not be established. Conclusions: 

The present results suggest that the deficiency of CβS 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 
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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 β-synthase. Body composition. 

MTHFR. Factor V Leiden. 
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2.  INTRODUÇÃO 

  

A homocistinúria clássica (HC; OMIM +236200) é uma doença genética rara herdada 

de maneira autossômica recessiva. A HC pertence ao grupo de doenças genéticas 

denominadas erros inatos do metabolismo (EIM), e que são causadas por alterações na 

estrutura e/ou função de moléculas protéicas, geralmente enzimas (SAÍNZ et al., 2002). 

Bioquimicamente, a HC caracteriza-se pelo aumento sérico de homocisteína, metionina, S-

adenosil homocisteína e redução da concentração sérica de cistationina e cisteína 

(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 distúrbios metabólicos em 

indivíduos com retardo mental, eles verificaram que duas irmãs excretavam grande 

quantidade de homocistina na urina. Além do retardo mental, as irmãs apresentavam 

alterações clínicas como luxação de cristalino, deformidades esqueléticas e alterações na pele 

e cabelos. Os pesquisadores denominaram este novo distúrbio metabólico de homocistinúria 

(CARSON e NEILL, 1962). Dois anos depois, descobriu-se que a doença era causada por um 

defeito na enzima cistationina β-sintase (CβS; EC 4.2.1.22), responsável pela degradação da 

homocisteína (MUDD et al., 1964). 

Pouco tempo após a descoberta da doença e do defeito enzimático, surgiram as 

primeiras descrições de tratamento com restrição dietética de metionina, aminoácido 

precursor da homocisteína; e suplementação de piridoxina, cofator da CβS (BARBER e 

SPAETH, 1967; PERRY et al., 1968).  

Anos mais tarde, uma grande compilação de dados de vários centros no mundo 

permitiu elucidar melhor a história natural da doença. Este trabalho, que incluiu dados de 

mais de 600 pacientes com HC, descreveu também as diferenças clínicas entre os pacientes 

que respondiam à terapia com piridoxina e os não-responsivos. Além disso, demonstrou o 

efeito positivo do tratamento - especialmente no período neonatal - na incidência de 

complicações (MUDD et al., 1985). 
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3. REVISÃO DA LITERATURA  

 

 

3.1 HOMOCISTINÚRIA CLÁSSICA 

 

3.1.1 Definição 

 

O termo homocistinúria clássica refere-se exclusivamente à atividade deficiente da 

enzima CβS. A HC pertence à subcategoria de EIM denominada distúrbios do metabolismo 

dos aminoácidos sulfurados, que inclui os distúrbios de transsulfuração e de remetilação da 

homocisteína (WILCKEN, 2006; MUDD et al., 2001). 

A eliminação excessiva de homocistina na urina (ou homocistinúria) pode ser causada 

por outros distúrbios genéticos ou não-genéticos (como a deficiência dietética grave de 

vitamina B12). Entre os defeitos genéticos, incluem-se a deficiência de 5,10-metileno 

tetrahidrofolato redutase (MTHFR; EC 1.7.99.5) e os distúrbios do metabolismo da 

cobalamina.  Defeitos nestas rotas, envolvidas na remetilação da homocisteína a metionina, 

causam aumento dos níveis séricos de homocisteína. Entretanto, estas doenças apresentam 

concentração sérica normal ou reduzida de metionina, ao contrário do que é observado na HC 

(PICKER e LEVY, 2011).  

 

3.1.2 Epidemiologia 

 

Acredita-se que a prevalência de HC seja amplamente subestimada. Com base em 

estudos de triagem neonatal, estima-se uma incidência mundial de aproximadamente 

1:344000 recém nascidos, com grande variação entre populações (SKOVBY et al., 2010; 

MUDD et al., 2001). Quando avaliada por programas de triagem neonatal baseados na 

quantificação de metionina, a incidência da HC costuma ser menor do que a prevalência 

observada na mesma população. Estima-se um percentual de 20 a 50% de falsos negativos por 

este método de triagem. Métodos mais recentes de triagem neonatal, como a determinação de 

homocisteína ou da genotipagem de mutações têm encontrado incidências de HC tão altas 
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quanto 1:6400 na Noruega e 1:1800 no Catar (REFSUM et al., 2004; GAN-SCHREIER et al., 

2010). 

Entre as populações com maior prevalência da doença, estão a Irlanda (incidência de 

1:65.000 recém-nascidos vivos), a Alemanha (prevalência 1:17800), e a Noruega e o Catar, 

descritos acima. (NAUGHTEN et al., 1998, LINNEBANK et al., 2001, PICKER e LEVY, 

2011). Não há dados sobre incidência ou prevalência da HC no Brasil. 

 

3.1.3 Metabolismo da homocisteína 

 

A homocisteína é um aminoácido sulfurado formado através do catabolismo da 

metionina, e é um substrato chave em três reações essenciais: a reciclagem do folato 

intracelular; o catabolismo da colina e da betaína; e a transsulfuração, rota responsável pela 

formação de cistationina, cisteína e glutationina, entre outros metabólitos (FINKELSTEIN, 

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

A desmetilação de metionina ocorre via dois compostos intermediários, a S-

adenosilmetionina (AdoMet) e a S-adenosilhomocisteína (AdoHcy). A transformação da 

metionina em AdoMet ocorre via MAT (metionina adenosiltransferase; EC 2.5.1.6), uma 

enzima codificada por dois genes que apresentam padrões de expressão tecido-específicos. 

Enquanto que a MAT II está presente em quase todos os tecidos e possui uma baixo Km pela 

metionina, as isoformas I e III são expressas apenas no fígado adulto e possuem um alto Km 

pela metionina. Assim, o fígado torna-se o único tecido capaz de aumentar a síntese de 

produto em resposta ao excesso de metionina. A AdoMet formada participa como doador de 

metil em mais de 100 diferentes reações celulares, incluindo a metilação de DNA, RNA, 

proteínas e lipídeos (CASTRO et al., 2006; BLOM e SMULDERS, 2011).  

Com a doação de um grupo metil, a AdoMet é transformada em AdoHcy, que 

posteriormente é convertida em homocisteína e adenosina pela adenosilhomocisteinase (EC 

3.3.1.1). Após formada, a homocisteína pode seguir duas rotas principais: a transsulfuração, 

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

A homocisteína pode ser remetilada à metionina por duas rotas alternativas. A 

primeira é catalizada pela metionina sintase (MS; EC 2.1.1.13), uma enzima dependente de 

vitamina B12 e folato. Esta reação ocorre em todas as células, com exceção dos eritrócitos. 

Neste ponto, o metabolismo da homocisteína e do folato conectam-se diretamente. A MS 
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adquire papel essencial por ser a única enzima capaz de converter o 5-metil tetrahidrofolato 

(5-metilTHF) em tetrahidrofolato (THF), necessário para diversas reações celulares 

(CASTRO et al., 2006; FINKELSTEIN, 1998). 

A betaína: homocisteína metiltransferase (BHMT; EC 2.1.1.5) também pode catalisar 

a remetilação da homocisteína usando betaína, formada pelo catabolismo da colina, como 

doador do grupo metil. Esta reação, essencial para o catabolismo oxidativo da colina, ocorre 

principalmente nos tecidos hepático e renal (BLOM e SMULDERS, 2011; FOWLER, 1997). 

A rota de transsulfuração degrada irreversivelmente a homocisteína a cisteína. Esta 

reação é catalisada por duas enzimas dependentes de piridoxal 5’-fosfato (PLP), forma ativa 

da vitamina B6.- a CβS e a cistationina gama-liase (CGL; EC 4.4.1.1) Na primeira etapa, a 

CβS catalisa a condensação de homocisteína e serina, formando cistationina.  Em seguida, a 

cistationina é hidrolisada em cisteína e α-cetobutirato pela CGL. O catabolismo posterior da 

cisteína é essencial para a conversão do enxofre em seus produtos finais normais (como o 

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

Figura 1 - Rotas do metabolismo da Homocisteína.  

MAT: metionina adenosiltransferase; AdoMet: S-adenosilmetionina; AdoHcy: S-

adenosilhomocisteína; THF: tetrahidrofolato; Ser: serina; Gli: glicina; MTHFR: 5,10 
metilenotetrahidrofolato redutase; SHMT: serina hidroximetiltransferase (EC 2.1.2.1); MS: metionina 

sintase; BHMT: betaína:homocisteína metiltransferase; CβS: cistationina β-sintase. CGL: cistationina 

gama-liase.  
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O controle do metabolismo da homocisteína é complexo e opera em diversos níveis. 

As concentrações enzimáticas são influenciadas por diversos fatores, como a ingestão protéica 

e de metionina, níveis hormonais, deficiências nutricionais, idade e mudanças em longo prazo 

nos níveis de substrato (FINKELSTEIN, 1998). 

 A AdoMet possui um papel central na regulação do metabolismo da homocisteína. 

Quando os níveis de metionina aumentam, a concentração de AdoMet aumenta e favorece a 

reação  pela rota de transsulfuração, ativando a enzima CβS e inibindo a MTHFR. Se os 

níveis de metionina estão baixos, como no jejum, os níveis reduzidos de AdoMet não vão 

ativar a CβS ou inibir a MTHFR, resultando na remetilação da homocisteína a metionina. 

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

 

3.1.4 Estrutura, função e regulação da CβS 

 

A CβS pertence a um grupo de enzimas denominadas piridoxal-fosfato-dependentes. 

O produto translacional primário da CβS humana é um polipeptídeo de peso molecular de 63 

kDa, que posteriormente forma tetrâmeros. Cada subunidade com 551 aminoácidos se liga a 

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

A regulação da atividade da enzima ocorre primariamente através da ligação de três 

componentes: o piridoxal fosfato, a AdoMet e o grupamento heme (BANERJEE E ZOU, 

2005). A estrutura terciária da CβS é apresentada na Figura 2. 

Em humanos, a CβS contém uma região N-terminal de ~70 aminoácidos que liga ao 

grupamento heme. Esta ligação é essencial para a ativação completa da CβS. Estudo de Kery 

et al, (1994) demonstrou que o heme só pode ser incorporado à CβS no momento do 

enovelamento da enzima, e que apenas a fração 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 formação de um domínio estrutural para o PLP. Sob a dissociação completa do 

grupamento heme, a enzima retém aproximadamente 20% de sua atividade original (MILES e 

KRAUS, 2004; MEIER et al., 2001).  

O sítio ativo representa a porção conservada da proteína, e é composto pelos resíduos 

de aminoácido 40 a 413. Isoladamente, este sítio forma dímeros de 45 kDa, que são 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 domínios N- e C-terminal, e o sítio ativo fica acessível apenas por um 

estreito canal (MEIER et al. 2001).  

O domínio regulatório C-terminal contém ~140 resíduos de aminoácido e inclui o 

chamado “domínio CβS”. Trata-se de uma porção conservada da proteína, composta por ~60 

aminoácidos. Em diversas proteínas, o domínio CβS liga-se à derivados de adenosina, 

podendo exercer a função de “sensor de energia”. Dois domínios CβS parecem existir na CβS 

humana, abrangendo os resíduos 421-470 e 486-543 (BANERJEE e ZOU, 2005). 

O domínio C-terminal exerce um efeito autoinibitório no sítio ativo da enzima. Esta 

inibição é reduzida pela ligação da AdoMet, o ativador alostérico da CβS. Esta ligação 

aumenta a atividade da enzima em aproximadamente três vezes (KLUIJTMANS et al., 1996; 

MILES e KRAUS, 2004). 

Estudos sugerem ainda que uma via de sinalização oxidativa possa levar à clivagem da 

CβS e, consequentemente, à sua ativação e aumento da concentração de glutationa. Esta 

hipótese é suportada pelo fato da CβS humana possuir dois sítios ativos redox: o heme e o 

motivo oxidoredutase CXXC. In vitro, a atividade da CβS pode ser modulada por mudanças 

no potencial redox do ambiente. Esta ativação poderia aumentar a conversão de metionina a 

cisteína, aminoácido limitante na síntese 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 CβS humana já foram descritas, diferindo entre si apenas pelo 

terminal 5’. A CβS2 parece ser a forma predominante, sendo os tecidos com maior 

concentração de CβS mRNA o hepático e o pancreático (BAO et al., 1998). 

Enquanto que uma grande parte das mutações descritas no gene da CβS reduz sua 

atividade por uma desestabilização na estrutura da proteína, outras afetam a ligação de seus 

reguladores. A p.D444N, por exemplo, prejudica a ligação da AdoMet, e causa 

homocistinúria na forma homozigótica (MILES e KRAUS, 2004; KLUIJTMANS et al., 

1996). 
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Figura 2. Estrutura terciária da CβS. As β-sheets centrais são coloridas em azul e as α-
hélices em torno são coloridas de magenta. As representações marcadas por uma caixa preta são os 
sítios ativo PLP, heme e oxidorredutase (MEIER et al., 2001). 

  

 

3.1.5 Diagnóstico 

 

A presença de um ou mais sinais clínicos típicos da doença pode levantar a suspeita de 

HC. Os achados oftalmológicos são freqüentemente a primeira manifestação clínica, 

contribuindo para a suspeita de HC na maioria dos casos. O retardo mental e o fenótipo 

marfanóide também têm grande participação na investigação de HC (MUDD et al., 1985; 

MUDD et al., 2001). Embora algumas manifestações clínicas sejam bastante sugestivas da 

doença, o diagnóstico definitivo de HC deve ser confirmado por outros métodos. 

 Existem diversos testes bioquímicos disponíveis para o diagnóstico da HC, com 

diferentes graus de especificidade e sensibilidade. Um dos achados mais característicos da HC 

é a eliminação excessiva de homocistina na urina. O teste do cianeto-nitroprussiato é um 

método sensível para demonstrar o aumento na eliminação de compostos sulfurados na urina, 

mas não é específico para HC, sendo utilizado como teste de triagem (PICO e BERMÚDEZ, 

2006).  

A determinação dos níveis plasmáticos de homocisteína e metionina é essencial para a 

investigação de casos suspeitos de HC. Além da elevação de homocisteína e metionina, 
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observa-se também e níveis reduzidos de cisteína e cistationina no plasma (YAP, 2005; 

FOWLER e JAKOBS, 1998). A hipermetioninemia é um achado importante, já que outros 

defeitos no metabolismo da homocisteína apresentam concentrações normais ou baixas de 

metionina (PICKER e LEVY, 2011). 

Indivíduos com formas mais leves de HC podem apresentar uma resposta importante a 

baixas doses de piridoxina, como 2mg/dia. O uso de suplementos vitamínicos com piridoxina 

pode normalizar os testes bioquímicos de HC, levando a um diagnóstico falso-negativo. 

Assim, indivíduos com manifestações clínicas sugestivas de HC com testes de investigação 

normais devem sempre ser questionados sobre o consumo dietético habitual, em especial o 

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

A avaliação da atividade enzimática é o padrão-ouro para confirmação do diagnóstico 

de HC. Ela pode ser feita através da medida da atividade da CβS em cultura de fibroblastos, 

biópsias hepáticas ou linfócitos estimulados por fitohemaglutinina (YAP, 2005). A at ividade 

enzimática em indivíduos com HC varia de 0 a 1.8 U/mg proteína, enquanto em controles fica 

na faixa de 3.7-60 U/mg proteína. Embora geralmente seja maior em pacientes responsivos à 

piridoxina, a atividade enzimática não distingue confiavelmente respondedores de não-

respondedores (PICKER e LEVY, 2011). 

O diagnóstico por análise de DNA é especialmente útil para detecção de heterozigotos 

em famílias com mutações conhecidas no gene CβS, uma vez que os testes bioquímicos 

podem ser normais nesta população. Visto que mais de 160 mutações já foram descritas no 

gene CβS, sendo grande parte delas privada, o uso rotineiro do diagnóstico genético torna-se 

limitado (PICKER e LEVY, 2011; FOWLER e JAKOBS, 1998). O diagnóstico pré-natal 

também é possível através da extração de cultura de células do fluido amniótico e detecção da 

atividade enzimática (PICO e BERMÚDEZ, 2006). 

O diagnóstico neonatal pode ser realizado através da determinação de metionina em 

papel filtro. Em países com maior prevalência de HC, este teste é realizado em programas de 

triagem neonatal. Após a implementação destes programas, observou-se que um grande 

percentual falsos-negativos (até 50%) era obtido por este método, sendo perdidos, em sua 

maioria, os casos de HC responsivos à piridoxina (NAUGHTEN et al., 1998; REFSUM et al., 

2004; SOKOLOVÁ et al., 2001). Isto sugeriu que apenas as formas mais graves da doença 

cursavam com hipermetioninemia importante nos primeiros dias de vida. Além disso, por a 

metionina não ser o metabólito envolvido diretamente na deficiência de CβS, sua taxa de 

elevação poderia ser mais lenta. Na Inglaterra, a redução 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 detecção de HC 

(PETERSCHMITT et al., 1999). 

Mais recentemente, novos métodos de triagem neonatal para HC, como a 

determinação de homocisteína total por HPLC e a busca por mutações comuns, têm 

apresentado melhor sensibilidade para a detecção de HC (ACCINNI et al., 2003; GAN-

SCHREIER et al., 2010; REFSUM et al., 2004). O diagnóstico no período neonatal permite 

que o tratamento seja iniciado precocemente, prevenindo o surgimento das complicações. No 

Brasil, o Programa Nacional de Triagem Neonatal não abrange o diagnóstico de HC. 

Após a confirmação do diagnóstico de HC, é importante a determinação da 

responsividade à piridoxina. Diversos protocolos para testar a responsividade têm sido 

propostos. Em geral, sugere-se teste com piridoxina oral de 100-500mg/dia (para bebês, no 

máximo 300mg/dia), sendo considerados responsivos os pacientes que atingirem os níveis 

alvo de homocisteína (WALTER et al., 1998; MUDD et al., 2001; PICKER e LEVY, 2011). 

 

 

3.1.6 Manifestações clínicas 

 

A HC é uma doença multissistêmica, de início lento e caráter progressivo. Os sinais 

clínicos da doença envolvem principalmente quatro sistemas: ocular, vascular, nervoso central 

e ósseo (MUDD et al., 1985). Abaixo são descritas as principais anormalidades presentes em 

cada um destes sistemas.  

 

 3.1.6.1 Sistema Ocular 

 A luxação de cristalino (ectopia lentis) é provavelmente o achado mais consistente da 

HC, apresentando-se nos estágios iniciais da vida e presente na grande maioria dos pacientes 

não-tratados. No levantamento realizado por Mudd e colaboradores (1985), esta característica 

clínica contribuiu para a investigação de HC em 85% dos casos. 

A iridodonesis, movimento anormal da íris semelhante a um tremor, é um sinal 

freqüente do deslocamento das lentes. O deslocamento é bilateral e geralmente na direção 

inferior.  Em pacientes não tratados, após os dois anos de idade taxas crescentes de luxação de 
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cristalino começaram a ser detectadas, mas com diferente progressão entre pacientes 

responsivos e não-responsivos à piridoxina. Entre os primeiros, 50% apresentavam luxação 

aos 10 anos, enquanto que entre os não-responsivos 50% apresentavam luxação aos 6 anos. A 

presença de miopia é freqüente e pode preceder luxação de cristalino. Também podem ocorrer 

glaucoma, desprendimento e degeneração da retina, catarata e atrofia do nervo óptico (MUDD 

et al., 1985; PICO e BERMUDEZ, 2006; BURKE et al., 1989; MUDD et al., 2001). 

 

3.1.6.2 Sistema Vascular 

A doença vascular é freqüente e a principal causa de morbimortalidade, sendo o 

tromboembolismo a principal complicação (WILCKEN e WILCKEN, 1997). Oclusões 

vasculares podem ocorrer em qualquer veia e em qualquer idade. Quando não tratados, as 

chances de um paciente com HC sofrer algum evento tromboembólico aos 16 anos é de 25%, 

enquanto aos 29 anos aumenta para 50% (MUDD et al., 1985). Situações específicas como 

gravidez, pós-parto ou pós-operatórios aumentam este risco (MUDD et al., 2001).  

Embora isoladamente esta manifestação clínica contribua para a investigação de HC 

em apenas 1% dos pacientes, a apresentação isolada da doença vascular pode ser mais 

freqüente do que o imaginado. Estudos têm demonstrado que grande parte dos homozigotos 

para a freqüente mutação p.I278T são clinicamente normais durante a infância e a 

adolescência, podendo apresentar como única manifestação da HC eventos tromboembólicos 

a partir da terceira década de vida (SKOVBY et al., 2010; MAGNER et al., 2011). 

A associação com outros genótipos associados a alto risco cardiovascular, como 

mutações 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 freqüente é o retardo mental, 

geralmente presente como atraso de desenvolvimento nos primeiros anos de vida. Há uma 

grande variabilidade nos escores de QI (de 10 a 138 pontos), e, em geral, os pacientes 

responsivos à piridoxina têm maiores escores de QI. Os acidentes vasculares cerebrais 

reicidivos também influenciam o quadro clínico, podendo gerar sinais focais. 
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Convulsões ocorrem em aproximadamente 20% dos pacientes, e sinais extrapiramidais 

como distonia podem estar presentes. Distúrbios psiquiátricos também são comuns, e incluem 

distúrbios de personalidade, ansiedade, depressão, comportamento obsessivo-compulsivo e 

episódios psicóticos (PICO e BERMÚDEZ, 2006; MUDD et al., 2001; PICKER e LEVY, 

2011). 

 

3.1.6.4 Sistema Ósseo 

A principal complicação óssea é a osteoporose, mais comumente localizada na coluna 

vertebral e nos ossos longos. Pelo menos 50% dos pacientes não-tratados desenvolvem 

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

Outras manifestações ósseas incluem: escoliose, dolicostenomelia, alta estatura, 

aracnodactilia, genu valgum, pectus excavatum ou carinatum, etc. Um dos achados ósseos 

mais freqüentes é o alargamento das metáfises e epífises dos ossos longos, facilmente 

detectado nos joelhos (BRENTON, 1977; PICO e BERMÚDEZ, 2006). Com exceção da 

osteoporose, estas manifestações ósseas e a luxação de cristalino também são observadas na 

síndrome de Marfan, doença genética do tecido conjuntivo. Por isso, é dito que pacientes com 

HC possuem um “fenótipo marfanóide”. 

 

3.1.6.5 Outros Sistemas 

Manifestações dermatológicas como a hipopigmentação de pele e cabelos, malar flush 

e livedo reticularis também podem ocorrer na HC (PICKER e LEVY, 2011; REISH et al., 

1995). Embora menos freqüentes, complicações gastrointestinais como pancreatite aguda e 

diarréia crônica também já foram descritas (MAKINS et al., 2000; ILAN et al., 1993).  

 

3.1.7 Fisiopatologia 

O conhecimento acerca da fisiopatologia da deficiência de CβS ainda é escasso; 

nenhum mecanismo isolado explica as manifestações clínicas e a variabilidade fenotípica 

observada na HC. A elevação da homocisteína parece ser responsável pelas principais 

manifestações da doença, visto que já foi comprovado seu efeito tóxico sobre todos os tecidos 

afetados na HC.  
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Diversos mecanismos pelo qual a homocisteína predispõe ao dano vascular já foram 

descritos. Altos níveis de homocisteína podem causar dano devido a sua toxicidade sobre o 

endotélio dos vasos, através da produção de alterações nos fatores de coagulação, aumento da 

adesão plaquetária e da proliferação de células do músculo liso (STEHOUWER e JAKOBS, 

1998; MUDD et al., 2001, YAP, 2003).  

Evidências sugerem que homocisteína-tiolactona, um metabólito da homocisteína, 

possa contribuir para vários efeitos deletérios que levam à aterotrombose. A homocisteína-

tiolactona medeia a incorporação de homocisteína a diversas proteínas, incluindo o 

fibrinogênio, a albumina, hemoglobina, HDL, LDL, transferrina e a α-1-antitripsina. A 

incorporação de homocisteína pode resultar na formação de agregados protéicos, como já 

descrito na molécula de LDL, o que induz a apoptose de células endoteliais. Além disso, pode 

gerar novos auto-antígenos, desencadeando uma resposta auto-imune que contribui para o 

dano vascular (MUDD, 2011).  

Sob certas condições, a oxidação da homocisteína pode gerar espécies reativas de 

oxigênio. A maioria das moléculas que contém grupos tióis pode se auto-oxidar na presença 

de metais catalíticos de transição e moléculas de oxigênio, levando à formação de espécies 

reativas de oxigênio. Por possuir um grupamento tiol, a homocisteína pode sofrer processo 

similar e gerar espécies reativas como o peróxido de hidrogênio, o ânion superóxido ou o 

radical hidroxil. Em situações normais, apenas 1 a 2% da homocisteína está na forma tiol, 

enquanto na homocistinúria este percentual pode chegar de 10 a 25% (MUDD et al., 2000). A 

formação destas espécies pode levar à lipoperoxidação, a qual inicia uma resposta 

inflamatória e está envolvida no processo de lesão aterosclerótica (MUDD et al., 2001).  

Estudo de Davì et al. (2001) encontrou aumento na lipoperoxidação em um grupo de 

pacientes com HC, o que foi associado com a ativação persistente de plaquetas. Em outro 

trabalho, aumento na lipoperoxidação e redução da capacidade antioxidante foram 

encontrados em pacientes com HC (VANZIN et al., 2011). Entretanto, em outro estudo 

semelhante, pacientes com HC não apresentaram aumento da oxidação de lipoproteínas no 

plasma (CÓRDOBA-PORRAS et al., 1996).  

Alterações na molécula de fibrilina e nas moléculas de colágeno parecem estar 

envolvidas na fisiopatologia das complicações ósseas. Modelos animais de 

hiperhomocisteinemia demonstraram maior crescimento radial e longitudinal dos ossos, com 

ossificação mais avançada das epífises, demonstrando efeito direto da homocisteína no tecido 

ósseo (MASSÉ et al., 2003).  
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A homocisteína parece interferir no entrecruzamento da molécula de colágeno, 

impedindo a síntese de ligações mais complexas na maturação do colágeno. Aumento da 

solubilidade do colágeno da pele, sugerindo entrecruzamento prejudicado, já foi descrita em 

pacientes com HC (MUDD et al., 2001). 

A fibrilina, molécula deficiente na síndrome de Marfan, pertence a uma família de 

proteínas de matriz extracelular e é essencial para a formação das fibras elásticas no tecido 

conjuntivo. A incorporação de homocisteína na molécula de fibrilina reduz significativamente 

sua propriedade de auto-interação in vitro, podendo interferir na síntese das microfibrilas. A 

deficiência de cisteína também parece ter papel importante na disfunção da fibrilina, já que 

esta é uma molécula rica em resíduos de cisteína (~14%) que formam ligações dissulfeto. 

Grande parte das mutações responsáveis pela síndrome de Marfan gera ou abole cisteína 

destes domínios, levando à formação de resíduos de cisteína não pareados (HUBMACHER et 

al., 2010). 

Assim como nas manifestações ósseas, alterações na fibrilina parecem ser 

responsáveis também pelas complicações oculares. A ruptura ou anormalidade na estrutura da 

fibrilina pode explicar a degeneração das fibras zonulares observadas em pacientes com HC. 

Estas zônulas são estruturas que sustentam as lentes suspensas do corpo ciliar, e são formadas 

exclusivamente por microfibrilas elásticas, sendo a fibrilina-1 o principal componente destas 

microfibrilas. Tanto a deficiência de cisteína quanto a incorporação de homocisteína à 

fibrilina poderia prejudicar a formação 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 

mielinização, hipometilação de proteínas de mielina e neurotransmissores e também pelo 

déficit de cistationina. Experimentos in vitro demonstraram que a homocisteína e a metionina 

ativam a acetilcolinesterase, enzima participante da hidrólise da acetilcolina. As convulsões 

observadas na HC poderiam ser resultado da ação desta enzima, que quando superativada 

pode gerar hiperexcitabilidade no sistema nervoso central (SCHULPIS et al., 2006). Além 

disso, a homocisteína e a metionina parecem comprometer diretamente o metabolismo 

energético cerebral, reduzindo a atividade do ciclo de Krebs e aumentando a glicólise 

anaeróbica (STRECK et al., 2003).  

A elevação da homocisteína prejudica também a atividade da tirosinase, principal 

enzima da rota de síntese da melanina. A redução da atividade desta enzima é responsável 
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pela hipopigmentação observada em pacientes com HC, e o tratamento com redução dos 

níveis de homocisteína reverte este efeito (REISH et al., 1995). 

A hipometilação de DNA também foi investigada como mecanismo fisiopatológico na 

HC. A hiperhomocisteinemia causa elevação da AdoHcy, que inibe as reações de metilação 

catalisadas pela AdoMet. Estudos animais demonstram que a deficiência de CβS é associada 

com alterações na metilação, mas estudo em pacientes com HC tratados não foi encontrado 

prejuízo na metilação (HEIL et al., 2007). 

 

 

3.1.8 Tratamento 

 

O principal objetivo do tratamento da HC é a redução nos níveis de homocisteína. Para 

isto, três estratégias podem ser utilizadas: a estimulação da atividade residual da CβS, a 

redução da sobrecarga de metionina e o aumento da remetilação de homocisteína a metionina. 

Além da redução de homocisteína, o tratamento deve corrigir a deficiência de cisteína quando 

presente e garantir o crescimento e desenvolvimento adequados. 

 Não está bem estabelecido qual o nível ótimo de homocisteína capaz de prevenir o 

surgimento ou avanço das complicações. Estudos observacionais sugerem que níveis de 

homocistina <11µmol/L ou níveis de homocisteína total <20µmol/L em pacientes responsivos 

à piridoxina e <60µmol/L em não responsivos são associados a melhores desfechos 

(WILCKEN, 2006; YAP et al., 2001; ACOSTA e YANNICELLI, 2001). As principais 

estratégias de tratamento são descritas a seguir. 

 

3.1.8.1 Piridoxina 

A enzima CβS utiliza como cofator o piridoxal fosfato, forma ativa da vitamina B6 

(piridoxina). A piridoxina atua aumentando a atividade residual da enzima, o que ocasiona 

redução da concentração de homocisteína e metionina e aumento de cisteína (MUDD et al., 

1970). A dose utilizada é variável; em geral admite-se que doses de 200mg/dia ou menos 

estão associadas a uma melhor resposta bioquímica, 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 à grande diversidade de mutações no gene CβS, a resposta à suplementação é 

variável: aproximadamente 50% dos pacientes com HC apresentam algum nível de 

responsividade à vitamina B6 (MUDD et al., 2001). Em geral, pacientes não-responsivos 

desenvolvem a forma mais grave da doença, apresentando complicações mais precocemente e 

maior mortalidade. (MUDD et al., 1985). Antes de iniciar o tratamento, é recomendado 

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

Ainda que a piridoxina possa reduzir substancialmente os níveis de homocisteína, 

muitos pacientes necessitarão da adição de outras estratégias para atingir o alvo terapêutico. 

 

3.1.8.2 Folato 

Recomenda-se que o ácido fólico seja adicionado ao tratamento porque a resposta à B6 

é influenciada pela depleção de folato, que pode ocorrer pela própria administração da 

piridoxina (PICO e BERMÚDEZ, 2006). Além disso, acredita-se que os requerimentos de 

folato sejam maiores nos pacientes com deficiência de CβS devido a um aumento do fluxo 

pela rota de remetilação. Assim, uma dose de 5 mg/dia de ácido fólico deve ser adicionada ao 

tratamento (WALTER et al., 1998). 

 

3.1.8.3 Restrição Dietética de Metionina 

 Pouco tempo após as primeiras descrições da doença, relatos de melhora do controle 

metabólico e prevenção de complicações relacionadas à HC através da restrição dietética de 

metionina surgiram (KOMROWER et al., 1966).  

A restrição dietética de metionina é feita através da limitação do aporte de proteínas 

naturais. Para atingir as necessidades protéicas diárias utiliza-se um suplemento de 

aminoácidos (também chamado fórmula metabólica) isento de metionina e suplementado com 

cisteína, vitaminas, minerais e elementos-traço. 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 dependerá da tolerância de cada paciente 

e também deve ser individualizada por faixa etária e sexo, podendo variar de 4-30mg/kg/dia. 

O monitoramento da dieta deve ser cuidadoso, pois a deficiência de metionina pode causar 

alterações no pool plasmático de diversos aminoácidos (redução de metionina, aumento de 
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fenilalanina, prolina, serina, treonina e tirosina), além de redução da concentração plasmática 

de colesterol e desnutrição (ACOSTA e YANNICELLI, 2001). 

A prescrição de proteína também merece atenção especial. Recomenda-se que a 

ingestão protéica seja maior do que as recomendações para a população saudável, uma vez 

que a fonte protéica desta dieta possui diferentes padrões de absorção e utilização. Além da 

proteína natural da dieta caracterizar-se por um baixo valor biológico, por ser primariamente 

de origem vegetal; o suplemento de aminoácidos apresenta absorção e catabolismo rápidos, 

diminuindo seu aproveitamento (FRANGIPANI et al., 2006; ACOSTA e YANNICELLI, 

2001). 

A má adesão à dieta é comum, principalmente em pacientes com diagnóstico tardio, 

uma vez que exige uma mudança drástica nos hábitos alimentares. Além disso, devido à baixa 

palatabilidade, a ingestão insuficiente do suplemento de aminoácidos também é freqüente. 

Nesta situação, os níveis de homocisteína podem elevar-se rapidamente e o crescimento pode 

ficar prejudicado pela ingestão protéica inadequada (WALTER et al., 1998). Embora o uso de 

fórmula metabólica seja indicado a pacientes não-responsivos, uma restrição protéica 

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

 

3.1.8.4 Betaína 

 A betaína atua como um doador de grupos metil induzindo a remetilação de 

homocisteína a metionina através da enzima BHMT. A ingestão de 6-9g de betaína ao dia 

pode reduzir em mais de 70% os níveis de homocisteína, e é acompanhada por um aumento 

importante da concentração de metionina. Seu uso em longo prazo foi associado à grande 

redução do risco vascular, mas parece ter pouco ou nenhum benefício nas manifestações 

ósseas.  

Em geral, seu uso é considerado seguro, mas alguns casos de edema cerebral durante a 

terapia com betaína já foram descritos. Nestes casos, os pacientes apresentaram níveis muito 

elevados de metionina. Assim, recomenda-se que quando as concentrações plasmáticas de 

metionina estiverem acima de 1000µmol/L, o uso de betaína seja suspenso imediatamente. 

Além disso, a inalação acidental da vitamina em pó 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 opções terapêuticas 

Para a prevenção de complicações vasculares, o uso de agentes antitrombóticos (como 

o ácido acetil-salicílico) pode ser benéfico. Também foi demonstrado que a suplementação de 

vitamina C atenua a disfunção endotelial, podendo reduzir o risco, em longo prazo, de 

complicações aterotrombóticas (ANDRIA et al., 2006). 

Uma nova alternativa terapêutica em desenvolvimento é o uso de chaperonas, 

moléculas de pequeno peso molecular que protegem proteínas de várias condições 

desnaturantes. Uma vez que o enovelamento anormal da CβS é um importante mecanismo 

patogênico na HC (KOZICH et al., 2010), o uso de chaperonas é capaz de aumentar 

significativamente a atividade enzimática. Estudos in vitro têm mostrado resultados 

promissores (MAJTAN et al., 2010; KOPECKÁ et al., 2011). 

 

Os benefícios do tratamento, associado ou não a um bom controle metabólico, estão 

bem descritos na literatura. Se uma boa adesão terapêutica e bom controle metabólico são 

mantidos ao longo da vida, o tratamento no período neonatal é capaz de prevenir todas as 

complicações da HC (YAP e NAUGHTEN, 1998; MUDD et al., 1985; RUSHE et al., 2001).  

Em pacientes com diagnóstico tardio, a terapia em longo prazo é efetiva na redução do 

risco vascular, mesmo que o controle bioquímico seja imperfeito (WILCKEN e WILCKEN, 

1997; YAP, 2003). Em um grande estudo observacional multicêntrico, Yap e colaboradores 

(2001) demonstraram uma grande redução no risco vascular em pacientes tratados, embora os 

níveis de homocisteína tenham se mantido moderadamente elevados. Em pacientes não 

responsivos, os níveis foram 3-5 vezes maiores do que o observado na população em geral. 

Com base nestes dados, os autores sugerem que as modalidades terapêuticas utilizadas 

exerçam outros efeitos protetores nos vasos que não relacionados somente à redução da 

homocisteína. No que diz respeito às outras manifestações clínicas, há poucas descrições 

sobre o efeito do tratamento, embora benefício 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 CβS humana localiza-se no braço longo do cromossomo 

21 (21q22.3). A sequência completa do gene foi descrita em 1998 por Kraus e colaboradores.  

Um total de 28.046 nucleotídeos compõe o gene, e um adicional de 5kpb forma a sequência 

flanqueadora. Os éxons que compõem a região codificante possuem entre 42-209pb, e o 

tamanho dos íntrons do gene varia de 95 a 3367pb. Ao todo, o gene é composto por 23 éxons, 

sendo a região codificadora composta pelos éxons 1-16. Esta região codifica uma polipeptídeo 

de 551 aminoácidos (KRAUS et al., 1998). A organização completa do gene da CβS humana 

é demonstrada na Figura 3. 

 A região 5’-UTR do mRNA da CβS humana é formada por um de cinco éxons 

alternativos, denominados -1a a -1e; mais o éxon 0, invariavelmente presente. A região 3’-

UTR é composta por parte do éxon 16 e pelo éxon 17. O éxon 15 codifica 14 aminoácidos e 

sofre splicing alternativo, sendo incorporado em poucas moléculas humanas maduras de 

mRNA. Em estudos de expressão, demonstrou-se que a presença ou ausência do éxon 15 não 

altera a atividade catalítica da CβS. Além disso, sua presença não foi detectada em nenhum 

tecido humano avaliado até hoje, sendo sua significância biológica desconhecida (KRAUS et 

al., 1998, KRAUS, 2011).  

Existem pelo menos dois promotores utilizados alternativamente no gene CβS 

humana. Eles estão localizados acima dos éxons -1a e -1b, são ricos em CG (~80%), e contém 

diversos sítios de ligação para a Sp1, Ap1, Ap2 e c-myb, mas ausência do clássico TATA box 

(KRAUS, 2011). 
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Figura 3. Organização do gene da CβS humana. Todos os éxons, incluindo os éxons utilizados 
alternativamente (-1a, b, c, d, e, e 15) são representados por caixas vermelhas. O início e o fim da 

região codificadora são indicados pelos códons ATG e TGA. (KRAUS, 2011). 

 

 

 

 3.1.9.1 Mutações no gene CβS 

 

Até o momento, 164 mutações em 925 alelos no gene CβS já foram descritas (KRAUS 

et al., 2011). Em relação ao tipo, a grande maioria são mutações missense (n=790, 85,4%), 

seguido por deleções (n=77, 8,3%), mutações sem sentido (n=30, 3,2%), mutação em sítio de 

splicing (n=12, 1,3%), e outros tipos (n=6, 0,6%).  

Mutações no gene CβS podem alterar a estabilidade ou atividade da enzima ou do 

mRNA, a ligação do piridoxal fosfato ou do grupamento heme, ou prejudicar a regulação 

alostérica (MILES E KRAUS, 2004). Em especial, o enovelamento anormal da proteína 

(misfolding) parece ser um mecanismo patogênico importante; é descrito um decréscimo de 

mais de 50% na formação de tetrâmeros na presença de diversas mutações. Estas proteínas 

mutantes são propensas a formar agregados de alto peso molecular e corpos de inclusão. 

Mutações no interior da enzima parecem exercer efeitos mais deletérios no enovelamento da 

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

Embora grande parte das mutações seja de origem privada, três delas correspondem a 

quase metade dos alelos descritos, e são descritas em detalhes abaixo. 
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p.I278T (c.833T>C) 

Localizada no éxon 8, foi detectada em 153 alelos (~ 16,5%) (KRAUS, 2011). Trata-

se de uma mutação missense, onda a substituição de uma timina por uma citosina na posição 

833 gera a troca de uma isoleucina por treonina a nível protéico. É pan-étnica, presente na 

maioria das populações 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 responsável por metade dos alelos mutados (KLUIJTMANS et al., 1999). Também já foi 

descrita na Austrália, 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 não-relacionados, isto equivale a 

um frequência de 13,64% (PORTO et al., 2005). 

A mutação localiza-se no núcleo ativo da enzima, e não está exposta ao solvente. A 

CβS mutante retém aproximadamente 2% da atividade da enzima selvagem. Estudos in vitro 

demonstraram que a enzima mutante não é ativada pela AdoMet na mesma extensão que o 

alelo selvagem (KOZICH et al., 2010). A substituição da hidrofóbica isoleucina por um 

aminoácido mais hidrofílico, a treonina, poderia alterar a conformação da CβS ou a interação 

das subunidades, resultando em uma enzima instável (SHIH et al., 1995). Avaliando a 

conservação evolutiva da sequência da CβS, observa-se que este resíduo de isoleucina é 

altamente conservado entre as espécies (KRAUS, 1994). 

Usualmente está associada com responsividade à piridoxina, tanto em homozigotos 

como em heterozigotos compostos, e confere fenótipos 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 

mutação missense, onde a troca de uma citosina por timina na posição 572 resulta na 

substituição do aminoácido treonina por metionina. Esta mutação é detectada principalmente 

em países da península ibérica (Portugal e Espanha) e América do Sul (Venezuela, Colômbia, 

Argentina e Brasil). As maiores freqüências foram encontradas na Colômbia (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 núcleo ativo da enzima, esta mutação está exposta ao solvente 

e retém cerca de 1% da atividade normal da CβS. In vitro, a enzima mutante parece ser 

inibida tanto pela AdoHcy quanto pela AdoMet (KOZICH et al., 2010). 

Uma grande variabilidade fenotípica tem sido descrita, manifestações leves a graves 

podem ser encontradas. As principais características comuns associadas à homozigoze para a 

mutação são a baixa prevalência de complicações vasculares e a não responsividade à 

piridoxina (URREIZTI et al., 2006). 

 

 

p.G307S (c.919G>A) 

Localizada no éxon 8, já foi detectada em 88 alelos (~ 9,5%) (KRAUS, 2011). A troca 

de uma guanina por uma adenina na posição 919 resulta na substituição de uma glicina por 

uma serina. É freqüentemente encontrada em grupos de origem céltica, sendo responsável por 

71% dos alelos mutados em pacientes irlandeses (GALLAGHER et al., 1995; GALLAGHER 

et al., 1998). Já foi descrita em diversas populações européias e norte-americanas, mas em 

nenhum país 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 mutação retém uma atividade residual da enzima de ~1%, e também parece 

acarretar prejuízo na ativação pela AdoMet. Localiza-se no sítio ativo da enzima, e não está 

exposta ao solvente (KOZICH et al., 2010). Sabe-se que este resíduo de glicina mutado 

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

 Geralmente está associada a fenótipos moderados e graves e não confere 

responsividade à piridoxina (MUDD et al., 2001). 
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3.1.9.2 Polimorfismos no gene CβS 

 

São conhecidos 14 polimorfismos no gene CβS, sendo a maioria deles SNP (Single 

Nucleotide Polymorphisms). Um dos mais comuns é o c.844ins68; uma inserção de 68pb 

localizada entre o íntron 7 e o éxon 8 (53pb na região 3’ do íntron 7 e 15pb na região 5’ do 

éxon 8), que parece criar um sítio alternativo de splicing. Em todos os alelos descritos esta 

variante foi encontrada associada à mutação c.833T>C (p.I278T) em cis. Nesta associação, o 

splicing alternativo não apenas a remove a sequência intrônica da inserção como também a 

mutação c.833T>C. O resultado final é a geração de mRNA e enzima com atividade normal.  

Foi proposto que a inserção possa resultar de um crossing-over desigual entre o alelo 

selvagem e o portador da mutação patogênica. No entanto, um estudo baseado em haplótipos 

concluiu que os cromossomos que carreiam a variante c.[833T>C; 844ins68] parecem ser a 

fonte da mutação patogênica c.[833T>C;-].Os mecanismos propostos para esta transformação 

foram: recombinação meiótica, formação de loop com posterior excisão ou conversão gênica 

(VYLETAL et al., 2007) 

Alguns autores postulam que a presença deste polimorfismo aumenta a atividade da 

CβS, enquanto que outros trabalhos sugerem que RNA mutado seja instável e degradado no 

núcleo (SPERANDEO et al., 1996; CHASSÉ e BAROUKI, 2009; KLUIJTMANS et al., 

1997; TSAI et al., 1996). 

O papel desta variante como fator de risco isolado para doença vascular já foi 

estudado, com resultados controversos. No estudo brasileiro de Bonini-Domingos et al. 

(2005), a frequência do polimorfismo foi maior nos pacientes com trombose venosa profunda. 

Já em estudo semelhante de Kluijtmans et al. (1997), esta associação não foi encontrada.  

Em crianças brasileiras saudáveis, a prevalência deste polimorfismo em heterozigose 

foi de 19,5% (ALÉSSIO et al., 2008). Em pacientes brasileiros com HC, o polimorfismo 

c.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 está localizado no braço longo do cromossomo 1, e codifica a 5-

metilenotetrahidrofolato redutase, enzima essencial para o metabolismo do folato e da 

homocisteína. Diversos polimorfismos associados à hiperhomocisteinemia já foram descritos, 

sendo os mais prevalentes o c.677C>T e o c.1298A>C. 

 O polimorfismo mais estudado é o SNP c.677C>T, que torna a enzima termolábil. A 

troca de nucleotídeo resulta, a nível protéico, na substituição de uma alanina por valina, o que 

leva à redução de até 30% da atividade enzimática em heterozigotos (CT) e 60% em 

homozigotos (TT). Em indivíduos normais, esta redução na atividade enzimática é 

acompanhada por hiperhomocisteinemia leve a moderada, que pode ser revertida por um 

maior aporte de ácido fólico (MIYAKE, 2010). No Brasil, estudo de Arruda et al. (1998) 

encontrou alta prevalência de homozigose para este polimorfismo entre descendentes de 

caucasianos (10%) e baixa entre afro-descendentes (1,45%) e indígenas (1,2%). Em outro 

estudo com crianças brasileiras, a taxa de homozigose foi de 10% e a de heterozigose de 

aproximadamente 40% (ALÉSSIO et al., 2008). No mundo, a prevalência do genótipo TT 

varia de 2-40% (WILCKEN et al., 2003). 

 A presença deste polimorfismo aumenta o risco de desenvolvimento de acidente 

vascular cerebral em adultos jovens e de doença arterial coronariana (KLERK et al., 2002; 

XIN et al., 2009). Também têm sido associado a defeitos congênitos, diversos tipos de câncer 

e doenças psiquiátricas (BANDEIRA, 2011; WILCKEN et al., 2003).  

 O segundo polimorfismo (c.1298A>C) resulta na substituição de um glutamato por 

alanina, e parece afetar as propriedades regulatórias da enzima. A prevalência de homozigose 

para esta variante varia de 5-10%. Homozigotos apresentam redução de aproximadamente 

40% da atividade enzimática, mas esta redução é insuficiente para alterar os níveis de 

homocisteína; e a presença da variante parece ter pouca relação com os níveis de ácido fólico. 

Apesar disto, é associada com doença arterial coronariana precoce, independentemente dos 

níveis de homocisteína (SZCZEKLIK et al., 2001; WEISBERG et al., 2001; PEREZ et al., 

2003). 

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

acentua a redução da atividade enzimática (50-60% dos controles) e resulta em maiores níveis 
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de homocisteína quando comparado à presença de apenas um polimorfismo (WEISBERG et 

al., 2001). 

 Poucos estudos avaliaram a prevalência destes polimorfismos em pacientes com HC. 

A presença da variante c.677C>T foi descrita em seis trabalhos, e os resultados são 

sumarizados na Tabela 1. Foi encontrada ampla diferença da frequência dos genótipos entre 

os países. O polimorfismo c.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 associação destes polimorfismos com as mutações 

patogênicas na CβS sobre os níveis de homocisteína ainda não é conhecido. 

 

Tabela 1. Prevalências dos genótipos do polimorfismo c.677C>T do gene MTHFR em 

pacientes com homocistinúria por deficiência de CβS. 

 

 

 

 

3.1.9.4 Mutação p.R506Q no gene F5 

 

O gene F5 é responsável pela codificação do Fator V, importante cofator para ativação 

da trombina. Uma substituição de G por A no nucleotídeo 1691 resulta na troca de uma 

arginina por uma glutamina (p.R506Q) e é denominada de mutação de Leiden. Esta mutação é 

o mais importante fator de risco genético para trombose venosa, e têm por consequência baixa 

resposta anticoagulante à proteína C ativada. A presença do Fator V de Leiden aumenta o 

risco de eventos tromboembólicos de 3-8 vezes em heterozigotos e de 9-80 vezes em 

homozigotos. Trombose venosa profunda (TVP) é a forma mais frequente de 

Referência País de origem dos pacientes MTHFR c.677C>T; %(n) 

CC CT TT 

Gaustadnes et al., 2002 Austrália 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) 
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tromboembolismo, sendo os membros inferiores o sítio mais comum (KUJOVICH, 2010; 

GODOY, 2005).  

Na população em geral, a frequência 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 tromboembólicos é ainda maior nos portadores da 

mutação de Leiden, embora a coexistência destas situações não seja determinante para a 

ocorrência de um evento vascular (MANDEL et al., 1996; KLUIJTMANS et al., 1998). 

 

 

3.1.10 Estado nutricional e composição corporal 

 

Alterações das proporções corporais são comuns em pacientes com HC, e constituem 

o chamado “fenótipo marfanóide’. As principais alterações descritas são alta estatura e 

dolicostenomelia; biótipo magro também é descrito em alguns estudos. Até o momento, 

acredita-se que estas alterações sejam consequência principalmente das anomalias ósseas, 

como o alargamento das metáfises e epífises dos ossos longos (BRENTON, 1977). 

A presença 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. Há evidências de que a homocisteína ou seus derivados, 

como o ácido homocistéico, são capazes de promover a aceleração do crescimento. Topaloglu 

et al. (2001) demonstraram que existe associação direta entre níveis plasmáticos de 

homocisteína e escores de velocidade de crescimento e estatura entre pacientes com HC. 

Neste estudo, pacientes com controle metabólico ótimo tiveram taxas de velocidade de 

crescimento significativamente menores do que aqueles com controle metabólico inadequado. 

Recentemente, estudos vêm demonstrando que o metabolismo alterado da 

homocisteína pode gerar também alterações na composição corporal. Elshorbagy et al. (2008) 

estudaram a associação entre os níveis plasmáticos de cisteína e o percentual de gordura 

corporal em uma população de mais de 5000 indivíduos saudáveis de meia idade e idosos. Os 

autores encontraram uma forte associação linear positiva entre os níveis de cisteína e a 

quantidade de gordura corporal (p<0,001), independente da dieta, exercício ou níveis de 

lipídeos plasmáticos. Em pacientes com HC, este efeito seria ainda maior, já que a deficiência 
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de CβS pode provocar redução significativa na concentração plasmática de cisteína (LEE e 

BRIDDON, 2007). 

Apesar de largamente descrito, o “biótipo magro” nunca foi adequadamente estudado 

na HC. A única descrição relativa à composição 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 subcutânea, especialmente nos membros inferiores.  

Em estudo inédito, Gupta e Kruger (2011) demonstraram que ratos com deficiência de 

CβS apresentam cerca de 50% de redução de massa adiposa quando comparados a animais 

controles. Este decréscimo foi associado com redução significativa da expressão da proteína 

hepática Scd-1, uma enzima lipogênica chave para a síntese de ácidos graxos 

monoinsaturados. 

Se efeito semelhante ocorrer em humanos com HC, é possível que esta redução 

extrema no teor de gordura corporal tenha implicações clínicas, já que este tecido exerce 

diversas funções metabólicas e estruturais essenciais. Entre estas funções, cabe destacar a 

estreita relação entre massa adiposa e massa óssea (KERSHAW e FLIER, 2004; REID, 2008).  

A avaliação da composição corporal pode ser realizada por diferentes métodos, sendo 

que a maioria deles utiliza o modelo clássico de dois compartimentos, dividindo o peso 

corporal em massa gorda e massa livre de gordura. Os métodos de avaliação podem ser 

divididos em quatro categorias: 

 1) Antropometria: compreende medidas de peso, altura e dobras cutâneas;  

2) Análise do conteúdo de água corporal: pode ser realizada pelo método 

bioimpedância elétrica (BIA) ou através de isótopos radioativos de água (deutério). 

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

absorciometria de feixe duplo (DXA – dual X-ray absorptiometry).  

4) Medidas de volume corporal: pesagem hidrostática e a pletismografia 

O alto custo, baixa disponibilidade e necessidade de treinamento do operador limita o 

uso das duas últimas categorias para avaliação da composição corporal. A avaliação 

antropométrica e o exame de BIA são técnicas seguras, de baixo custo, além de reprodutíveis 

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

 

A antropometria é um método rápido, não invasivo, de baixo custo e fácil aquisição 

para avaliação dos segmentos corporais. As dobras cutâneas são as medidas antropométricas 

de escolha para estimar a composição corporal de indivíduos e populações. A medida de uma 

dobra cutânea reflete a espessura da pele e do tecido adiposo subcutâneo em locais específicos 

do corpo. O pressuposto desta técnica é de que o tecido adiposo subcutâneo pode estimar a 

gordura total por ser uma fração constante do conteúdo adiposo corporal. A utilização de 

procedimentos padronizados e a aferição por profissionais treinados garantem a acurácia e 

confiabilidade das medidas (FONTANIVE et al., 2007; PIETROBELLI e TATÓ, 2005). 

 Através da aferição de quatro dobras cutâneas – biciptal (DCB), triciptal (DCT), 

subescapular (DCSE), suprailíaca (DCSI) – pode ser feito o cálculo da densidade corporal, a 

partir da fórmula de Durnin & Womersley (tabela 2). 

 

Tabela 2. Equações para estimativa da densidade corporal (kg/m
2
) 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(x1) 16-19 D= 1,1549-0,0678 x log(x1) 

20-29 D= 1,1631-0,0632 x log(x1) 20-29 D= 1,1599-0,0717 x log(x1) 

30-39 D=1,1422-0,0544 x log(x1) 30-39 D= 1,1423-0,0632 x log(x1) 

40-49 D= 1,1620-0,070 x log(x1) 40-49 D= 1,1333-0,0612 x log(x1) 

x1= somatório das quatro dobras 

 

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

total pode ser calculado pela fórmula de Siri: 

 

% gordura corporal =        4,95       - 4,50 x 100 

     densidade 
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3.1.10.2 Bioimpedância elétrica (BIA) 

 

 Consiste em um método rápido e não invasivo de avaliação da composição corporal. O 

método baseia-se no conceito de que tecidos ricos em água e eletrólitos são mais resistentes à 

passagem da corrente elétrica do que o tecido adiposo. Nessa técnica, a impedância é medida 

através de um sinal elétrico de baixa intensidade que passa através do corpo. As estimativas 

são obtidas a partir de equações que determinam o teor de água total do organismo e, a partir 

desta, o teor de massa magra e o teor de gordura. No método tetrapolar, são utilizados quatro 

eletrodos colocados na mão e punho direitos e tornozelo e pé direitos. O aparelho é então 

conectado a dois pares de eletrodos, que conduzem uma corrente de baixa voltagem pelo 

corpo, sendo medidas a resistência e reactância elétrica. Através dos valores obtidos 

combinados com dados de peso, altura e sexo são feitos os cálculos de compartimentos 

corporais (PIETROBELLI e TATÓ, 2005; DUARTE e CASTELLANI, 2002). 

Existem diversas equações disponíveis para a estimativa da composição corporal 

através da BIA. Algumas, no entanto, são validadas apenas para populações específicas (faixa 

etária, sexo, etnia), não sendo reproduzíveis em outros cenários. Recomenda-se utilizar 

equações desenvolvidas em comparação com métodos validados e com um erro de predição 

<3,0kg em homens e <2,3kg em mulheres (KYLE et al., 2004). 

 Alguns fatores podem diminuir a acurácia do exame, sendo que a principal fonte de 

erro está relacionada a fatores que alteram o estado de hidratação do indivíduo, como 

alimentação, bebidas, exercícios físicos e uso de alguns medicamentos. Para melhorar a 

precisão dos resultados, alguns cuidados devem ser tomados antes da realização do exame, 

como não ingerir bebida alcoólica, garantir ingestão de água suficiente para hidratação, não 

fazer exercícios extenuantes nem ingerir diuréticos ou laxantes (FONTANIVE et al., 2007; 

VITOLO, 2008). 
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4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 PRIMÁRIOS 

 

1. Caracterizar a composição corporal de pacientes com homocistinúria clássica por meio 

de antropometria e de bioimpedência elétrica. 

2. Avaliar a frequência de mutações comuns nos genes CBS, MTHFR e F5 em pacientes 

brasileiros com homocistinúria clássica. 

 

4.2 SECUNDÁRIOS 

 

1. Relacionar os achados genéticos com dados clínicos - responsividade à piridoxina, 

história de evento tromboembólico - e bioquímicos: níveis séricos de cisteína, 

metionina e homocisteína. 

2. Avaliar a relação entre o percentual de gordura corporal e o índice de massa corporal 

com os níveis séricos de cisteína, metionina e homocisteína. 

3. Relacionar os níveis de cisteína, homocisteína e metionina e o percentual de gordura 

com os escores T de fêmur e coluna mensurados por densitometria óssea.  

4. Determinar a concordância entre dois métodos utilizados para avaliação da 

composição 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 CβS, MTHFR, and F5 genes was conduct. 

Methods: The genotypic assessment was done in 11 patients and included the research of 

pathogenic mutations p.I278T, p.T191M, and p.G307S, as well as of polymorphism 

c.844ins68 in CβS gene; c.677C>T and c.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 CβS gene, p.1278T was 

the only one found (n=3/9 families); however, in 2/3 families, it was in cis with c.844ins68. It 

was not possible to establish an association between mutations in MTHFR and F5 and the 

occurrence of thromboembolic events. Conclusions: CβS 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 CβS 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 CβS 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 β-synthase 

(CβS; 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 (CβS 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 CβS gene 

(http://cbs.lf1.cuni.cz/index.php). Although several of these mutations are private, 3 mutations 

correspond to nearly half of the mutated alleles: p.I278T (c.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 CβS gene is always 

segregated in cis with mutation p.I278T, integrating the so-called “double mutation allele”; in 

this case, p.I278T 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 

http://cbs.lf1.cuni.cz/index.php
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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 CβS, MTHFR and F5 genes was 

conducted.  

 

  

METHODS 

The present study was approved by the Research Ethics Committee of Hospital de 

Clínicas 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 
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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.I278T, p.T191M, and p.G307S and of polymorphism 

c.844ins68 in CβS gene: For the assessment of polymorphism c.844ins68 and mutations 

p.I278T 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.I278T and p.G307S, the product of PCR was submitted to digestion 

with enzymes BsrSI and AluI, respectively. The presence in cis of mutations p.I278T and 

c.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 Hsp92II. Discordant results regarding 

mutation p.I278T and polymorphism c.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 c.1298A>C and c.677C>T in MTHFR gene: For the 

detection of polymorphism c.1298A>C, the codifying sequence was amplified using the 

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

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 MnlI. 

 

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 (IQ25-75). 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 (IQ25-75=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 147.5µmol/L (IQ25-

75=43-299); median methionine was 351.5µmol/L (IQ25-75=73-628), and median cysteine 

was 287.5µmol/L (IQ25-75=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.I278T in 

homozygous, and 3 unrelated patients presented it in heterozygous. In all these cases, 

polymorphism c.844ins68 was found in cis with p.I278T, except for individual 9, who 

presented the allele containing only p.I278T. The Factor V Leiden was found in 2 alleles. In 

MTHFR gene, c.677C>T was detected in 5 alleles, and c.1298A>C was detected in 9. In 

patients with genotype TT of c.677C>T or heterozygotes for both polymorphisms of MTHFR 

(n=2), median homocysteine in 5 years was 56.8µmol/L (IQ25-75=31.7-197.7), while the 

remaining of patients (n=6) presented a median of 182.9µmol/L (IQ25-75=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 

Tatò 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 Tatò 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 CβS, 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 CβS in body composition was evaluated in an 

animal model of classical homocystinuria. In that study, the authors observed that rats with a 

deficiency of CβS 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 CβS gene revealed that, 

among the mutations studied, mutation p.I278T was the most prevalent in our population, 

although in only one patient it was not in cis with c.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.I278T 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.I278T as well as the 

absence of mutation p.G307S; 3/11 patients were heterozygotes for p.I278T, 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 V 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 CβS 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 

CβS 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 CβS deficiency; 

however, further studies are necessary to prove this relation. The screening of pathogenic 

mutations in CβS 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 CβS gene and in possible modifying genes (F5 and MTHFR) (n=11)* 

    Present 

Idade  
Age at 5 Year Hcy  Highest     Genotypes 

Patient Gender Age Diagnosis (median) Hcy Value Clinical Manifestations   CβS  F5  MTHFR 

    (years) (years) (µmol/L) (µmol/L) Ocular Bone Vascular
1
 CNS   p.I278T p.T191M p.G307S c.844ins68    p.R506Q

3
   c.677C>T c.1298A>C 

1a F 31 12 248 361.4 + + + +  +/-
2
 -/- -/- +/-  -/-  CC AC 

1b M 35 14 152.4 205 + + - +  +/-
2
 -/- -/- +/-  -/-  CC AC 

1c F 26 7 264.8 350 + + - +  +/+
2
 -/- -/- +/+  -/-  CC AC 

2 F 22 8 63.4 182.9 + + - +  -/- -/- -/- -/-  -/-  CC AC 

3 M 18 4 189.4 219.4 + + - -  -/- -/- -/- -/-  +/-  CC 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 +  -/- -/- -/- -/-  -/-  CC AC 

8 M 12 15 NA NA NA NA NA NA  +/-
2
 -/- -/- +/-  -/-  CT AA 

9 F 28 25 30.8 250 + + + -   +/- -/- -/- -/-    -/-   CC 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.I278T was found in cis with insertion c.844ins68, which characterized it as being non-pathogenic. 

3: Factor V Leiden  

 
 

 

 

 
 

 

 



62 

 
 

Table 2. Results of the biochemical assessment, bone densitometry, and body composition by anthropometry and BIA (n=8) 

    Hcy Met  Cys    T Score – bone densitometry Height BMI    Anthropometry BIA 

Patient   (µmol/L)   Spine Femur  (m) (kg/m
2
) Classification % Body Fat Classification* % Body Fat Classification* 

1a   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: 5-15µmol/L; Met: 5-3µmol/L; Cys: 174-378µmol/L (Skovby 2003). Hcy target values for the treatment of classical homocystinuria are <20µmol/L 

for pyridoxine-responsive patients and <60µmol/L for the remaining patients (Wilcken 2006). 
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6. CONCLUSÕES  

 

Objetivo primário 1. Caracterizar a composição corporal de pacientes com 

homocistinúria clássica por meio de antropometria e de bioimpedância 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 

redução na massa adiposa é frequente em pacientes com homocistinúria clássica e independe 

da redução de massa corporal total. 

 

Objetivo primário 2. Avaliar a frequência de mutações comuns nos genes CBS, MTHFR 

e F5 em pacientes brasileiros com homocistinúria clássica. 

No gene CβS, apenas uma das mutações patogênicas pesquisadas foi identificada (p.I278T), e 

somente em um alelo. Esta baixa frequência de mutações comuns sugere que esta população 

seja portadora de mutações raras ou privadas. A frequência dos polimorfismos nos genes CβS, 

MTHFR e F5 foi semelhante ao relatado na literatura.  

 

Objetivo secundário 1. Relacionar os achados genéticos com dados clínicos - 

responsividade à piridoxina, história de evento tromboembólico - e bioquímicos: níveis 

séricos de cisteína, metionina e homocisteína. 

Não foi possível relacionar o genótipo da CβS com a responsividade à piridoxina, uma vez 

que apenas um alelo mutado foi detectado. Considerando a amostra total, não foi encontrada 

relação entre mutações nos genes MTHFR e F5 e a gravidade do fenótipo. O pequeno 

tamanho amostral e o desconhecimento das mutações patogênicas na CβS limitaram esta 

avaliação. 

 

Objetivo secundário 2. Avaliar a relação entre o percentual de gordura corporal e o 

índice de massa corporal com os níveis séricos de cisteína, metionina e homocisteína. 

Não foi encontrada correlação entre o percentual de gordura total e os níveis de cisteína, 

metionina e homocisteína. No entanto, a forte relação inversa entre IMC e os níveis de 
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metionina e homocisteína e a relação positiva do IMC com cisteína demonstra o efeito 

significativo da deficiência de CβS na massa corporal. A falta de relação entre percentual de 

gordura e os metabólitos pode ter ocorrido pelos seguintes motivos: erros relacionados aos 

métodos, alterações concomitantes em outros compartimentos corporais (como massa 

muscular) ou distribuição anormal do tecido adiposo. Esta última hipótese é suportada pela 

relação encontrada entre cisteína e DCT (que reflete o tecido adiposo de membros superiores) 

e relatos da literatura, que descrevem baixo conteúdo de tecido adiposo subcutâneo em 

membros de pacientes com homocistinúria clássica.  

 

Objetivo secundário 3. Relacionar os níveis de cisteína, homocisteína e metionina e o 

percentual de gordura com os escores T de fêmur e coluna mensurados por 

densitometria óssea.  

Não foi encontrada relação entre o percentual de gordura e os escores T da densitometria. 

Houve tendência do escore T de fêmur correlacionar-se positivamente com cisteína e 

negativamente com homocisteína, e é provável que a falta de significância tenha ocorrido pelo 

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

 

Objetivo secundário 4. Determinar a concordância dos dois métodos utilizados para 

avaliação da composição corporal (antropometria e bioimpedância elétrica). 

Observou-se concordância mediana entre os testes, sendo que dois pacientes apresentaram 

resultados conflitantes. Não foi possível estabelecer o melhor método a ser utilizado nesta 

população, e novos estudos serão necessários para identificar qual o método mais acurado. 
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7. CONSIDERAÇÕES GERAIS E PERSPECTIVAS 

 

A relação entre o metabolismo alterado da homocisteína e a adiposidade foi descrita 

recentemente em indivíduos saudáveis e em modelo animal de homocistinúria clássica. Nosso 

estudo é inédito na investigação de alterações na composição corporal (adiposidade) em 

pacientes com homocistinúria clássica. Infelizmente, os métodos utilizados não são livres de 

erro, e isto pode ter subestimado o real efeito da deficiência de CβS na massa adiposa. A 

utilização de métodos de imagem pode melhorar a acurácia do teste e permite a avaliação de 

outros compartimentos corporais, especialmente massa magra. O alto custo e limitada 

disponibilidade desta técnica inviabilizaram seu uso nesta avaliação inicial.  

Embora nosso estudo não tenha demonstrado relação entre a massa adiposa e a 

densidade mineral óssea, evidências sugerem que o efeito da cisteína na perda mineral óssea 

seja mediado pela massa corporal. A ampliação do tamanho amostral e análises longitudinais 

poderão demonstrar esta relação. 

Uma das principais limitações de nosso estudo foi o tamanho amostral; no entanto, é 

preciso considerar que a homocistinúria clássica é uma doença genética rara (prevalência 

1:344.000 indivíduos) e provavelmente subdiagnosticada. Já a hiperhomocisteinemia 

moderada é frequente na população e parece estar envolvida no desenvolvimento e progressão 

de diversas doenças, especialmente as cardiovasculares, que são a maior causa de 

morbimortalidade no mundo. Além de possíveis implicações no tratamento da homocistinúria 

clássica, o estudo dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos na deficiência de CβS é 

importante também para o entendimento do modo de ação da homocisteína ou de outros 

metabólitos na saúde da população em geral. 

A triagem por mutações comuns no gene CβS por PCR-RFLP revelou apenas uma 

mutação patogênica. Uma vez que esta estratégia não se mostrou efetiva para detecção de 

mutações nesta amostra, procederemos ao sequenciamento do gene para identificação das 

mutações. Além disso, a inclusão de pacientes de outros centros do país poderá identificar o 

perfil de mutações no gene CβS de pacientes brasileiros com homocistinúria clássica. 

Os resultados discordantes encontrados na família 1, relativos à dupla mutação 

c.[833T>C;844ins68] no gene CβS, foram confirmados por meio de repetição de PCR-RFLP 

em amostras diferentes e também por sequenciamento da região afetada (apêndice I e II). 

Enquanto que a mãe e os pacientes 1a e 1b eram heterozigotos, a paciente 1c era homozigota 

para a inserção; a homozigozidade de 1c foi um achado inesperado, visto que 1a, 1b e 1c 

deveriam ser portadores das mesmas mutações patogênicas, e que, considerando os resultados 
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encontrados em 1a e 1b, uma das mutações patogênicas deveria estar localizada no alelo com 

a inserção e a outra mutação patogênica no alelo sem a inserção. O DNA do pai não era 

disponível para análise, mas tanto ele quanto a mãe não eram afetados.  Estudos adicionais 

serão realizados nesta família para excluir hipóteses 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: 

 

 Avaliar a composição corporal por outros métodos, especialmente métodos de imagem 

como DXA. Além da quantificação da massa adiposa e massa livre de gordura, este 

método permite ainda a avaliação simultânea da densidade mineral óssea.  

 Realizar sequenciamento dos éxons codificantes do gene CβS a fim de identificar as 

mutações patogênicas em nossa amostra. 

 Identificar e estudar outros genes potencialmente modificadores de fenótipo e/ou 

relacionados à resposta terapêutica. 

 Realizar estudos genéticos na família 1 com o objetivo de investigar a causa dos 

resultados discordantes observados nos três irmãos afetados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



667 

 
 

ANEXO I 

Termos de Consentimento Livre e Esclarecido 
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ANEXO II 

 

 

 

 

Instruções para realização do exame de bioimpedância elétrica 
 

1. Ingerir no mínimo 8 copos de água (2 litros) no dia anterior à realização 

do exame. 

2. Não fazer ginástica ou exercícios vigorosos no dia anterior ao exame. 

3. Não ingerir 72h (3 dias) antes do exame álcool, chá, café, refrigerantes, 

chocolates e bebidas energéticas que contenham cafeína.  

4. Retirar jóias, relógio ou outros objetos metálicos no dia da realização do 

exame. 

5. Não comer até duas horas antes do teste. 

6. Entre as mulheres, este teste não deve ser feito no período pré-menstrual. 
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APÊNDICE I 

 

 

Heredograma da família 1. 

 

 
 

Legenda:  II3, genótipo c.[833T>C;844ins68]/[-] 

                 III3 (paciente 1a), genótipo c.[833T>C;844ins68]/[-] 

                 III5 (paciente 1c), genótipo c.[833T>C;844ins68]/c.[833T>C;844ins68] 

                 III6 (paciente 1b), genótipo c.[833T>C;844ins68]/[-] 
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APÊNDICE II 

 

 

 

Resultado da avaliação do éxon 8 do gene CβS por PCR e sequenciamento. 

 

 

 

1. Eletroforese em gel de agarose 1,5% do produto de PCR do éxon 8. A presença de banda 

dupla indica heterozigose para o polimorfismo c.844ins68.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 174 

Na ordem: mãe (família 1), paciente 1a, 1c, 1b, controle positivo (paciente 8) e controle 

negativo (CT). As bandas de 175 e 243pb (com inserção) são identificadas na figura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

243pb 

175pb 

Mãe   1a      1c      1b      8      CT 
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2. Resultado do sequenciamento da paciente 1c, 1b e da mãe. 

 

 

Paciente 1c 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Paciente 1b 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mãe  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na mãe e no paciente 1b, a sobreposição de bandas indica a heterozigose para o polimorfismo 

c.844ins68, enquanto que na paciente 1c é possível identificar a sequência da inserção em 

homozigose. 

 

 

Início da inserção Fim da inserção 


