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Resumo

De entre todas as patologias que afectam o Homem, as doengas cardiovasculares
estdo entre as principais causas de morte a nivel mundial. Assim, é importante perceber
a etiologia destas patologias bem como os mecanismos que lhes ddo origem. Deste
modo, e visto que muitos destes eventos ndo conseguem ser compreendidos pelos
factores de risco tradicionais, novos factores tém surgido, como é o caso da
hiperhomocisteinémia. Esta é uma condi¢cdo que promove o aumento dos niveis de
homocisteina em circulagdo, estando intimamente relacionada com o aparecimento
precoce de doencas cardiovasculares. Contudo, o papel da hiperhomocisteinémia na
promocdo destas doencas ndo esté totalmente estabelecido. Sabe-se que a homocisteina
elevada estd na génese de diversos mecanismos de lesdo vascular, provocando, entre
outros, disfuncdo endotelial. Este é um dos primeiros passos para a evolucdo da
aterosclerose, uma patologia que origina distdrbios cardiovasculares, e que se
caracteriza por ser um estado inflamatério crénico.

Deste modo, foi necessario o desenvolvimento de técnicas de detec¢do precoce
que actuassem como medidas preventivas para o aparecimento de disfuncdes
cardiovasculares. O diagnostico e quantificacdo da homocisteina sdo, normalmente,
feitos por meio de métodos cromatograficos dos quais se destaca a HPLC.

Quanto ao controlo dos niveis de homocisteina, € imprescindivel o
desenvolvimento de meios para o tratamento da hiperhomocisteinémia. Actualmente,
este é feito por suplementacdo com acido félico, vitaminas Bg e Bi,. Porém, ainda
permanecem duvidas quanto ao papel da homocisteina, ndo se sabendo se esta € uma

causa ou uma consequéncia das doencas cardiovasculares.

Palavras-Chave: Hiperhomocisteinémia, Doencas cardiovasculares, Aterosclerose,
Acido félico






Abstract

Among all the pathologies affecting humans, cardiovascular diseases are the
leading death causes worldwide. So, it is important to understand the etiology of these
disorders as well as the mechanisms that give rise to them. Thus, because many of these
events cannot be understood by traditional risk factors, new factors have emerged,
which is the case of hyperhomocysteinemia. This is a condition that promotes the
increase of homocysteine levels in circulation, and is closely related with early onset of
cardiovascular diseases. However, the role of hyperhomocyteinemia in the promotion of
this it is not fully established. It is known that elevated homocysteine is one factor for
vascular injury, causing, among others, endothelial dysfunction. This is one of the first
steps in the development of atherosclerosis, a condition that causes cardiovascular
disorders, and it is characterized as a chronic inflammatory state.

Thus, the development of early detection techniques that acted as preventive
techniques that acted as preventive measures for occurrence of cardiovascular disorders
is required. The diagnosis and quantification of homocysteine are typically perfomed by
chromatographic methods (HPLC).

As for the control of homocysteine levels, is essential the development of new
terapies for the treatment of hyperhomocysteinemia. Currently, this is done by
supplementation with folic acid, vitamins Bg and B;,. However, we still not know

whether hyperhomocysteinemia is a cause or a consequence cardiovascular diseases.

Keywords: Hyperhomocysteinemia, Cardiovascular diseases, Atherosclerosis, Folic

acid
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1. Introducao

1. Introducao

Segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) as doencas cardiovasculares
sdo a principal causa de morte nos paises desenvolvidos, sendo que em 2012 cerca de
30% de todas as mortes a nivel mundial foram provocadas por este tipo de patologias
(Mendis, Puska, & Norrving, 2011). As doencas cardiovasculares provocam a morte de
cerca de 17,3 milhdes de pessoas todos 0s anos, maioritariamente em doentes com
menos de 60 anos (Mendis et al., 2011).

Portugal e a Europa ndo sdo excepcdo a tendéncia mundial de elevada
prevaléncia deste tipo de patologias. Segundo a Direc¢do-Geral de Saude (DGS), as
doencas cérebrovasculares e do aparelho circulatério sdo as principais causas de morte
no nosso pais (Direccdo-Geral da Salde, 2012). Contudo, e apesar da reducdo do
numero de mortes verificado ao longo dos ultimos anos, isto ndo resultou na diminuigéo
da incidéncia das doencas cardiovasculares na populacdo em geral (Direc¢do-Geral da
Saude, 2012; Ferreira, Neves, & Rodrigues, 2014). A comprovar estes dados no
documento: “Portugal- Doencgas Cérebro-Cardiovasculares em niimeros 2014, em que
a DGS analisou as principais causas de morte em Portugal, concluiu que, mesmo apesar
do decréscimo de 44.4% para 30.4% verificado entre os anos de 1988 e 2012, as
doencas do aparelho circulatorio continuam como as mais prevalentes e mais mortais
(Figura 1) (Ferreira, Neves, & Rodrigues, 2014).
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Figura 1 —Percentagem de mortes por principais causas de morte em Portugal, desde 1988 (Ferreira
etal., 2014).

As doengas cardiovasculares contribuem para cerca de 18% da carga global de
doencas que afectam a populacdo portuguesa com menos de 70 anos. Ou seja, é a
principal causa de morte prematura no nosso pais (Direccdo-Geral da Saude, 2015). Em
2012, o Programa Nacional para as Doencas Cérebro-Cardiovasculares foi actualizado e
implementado com o intuito de monitorizar a evolugdo destas doencas em Portugal,
prevenir 0 seu aparecimento na populacdo e proporcionar 0 acesso aos cuidados
necessarios a todos os utentes para o seu tratamento (Direccdo-Geral da Salde, 2012).

Segundo, McGill Jr, McMahan e Gidding (2008) 90% das doengas
cardiovasculares podem ser prevenidas (McGill, McMahan, & Gidding, 2008). Assim,
apesar da sua elevada proporcao na populacdo mundial estas sdo um tipo de doenca que
facilmente podera ser evitado, caso as medidas correctas sejam tomadas. A correcta
prevencdo das doencas cardiovasculares é de extrema importanica ja que é atraves da
implementagdo de medidas preventivas eficazes que a sua incidéncia diminui. Estas
medidas passam pela consciencializa¢cdo da populagdo e requerem a modificacdo das
suas rotinas para habitos de vida mais saudaveis, que permitam que alguns dos factores
de risco destas patologias sejam diminuidos ou até mesmo evitados (Direc¢do-Geral da
Saude, 2012).

Assim, com este ponto de partida, em 2013 a OMS iniciou um programa, a nivel

mundial, cujo objectivo é a reducdo da prevaléncia das doencas crénicas, como € o caso
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1. Introducao

das doencas cardiovasculares. Nesse sentido, multiplas medidas foram implementadas
de forma a alertar as popula¢des dos habitos a adoptar de modo a evitar este tipo de
doengas, nomeadamente: reducdo do sal na alimentagdo, diminuicdo do consumo de
tabaco e de alcool, fazer exercicio fisico regular e uma dieta saudavel. As medidas
preventivas, de rastreio, monotorizacao e vigilancia da populacdo sdo essenciais para
reducdo dos numeros alarmantes relativos as disfuncdes cardiovasculares, pelo que
muitos paises desenvolvidos tém feito esforcos nesse sentido (McGill et al., 2008;
World Health Organization, 2011; Direccao-Geral da Saude, 2015).

A ndo adopcdo de medidas que evitem os factores de risco considerados para as
doencas cardiovasculares tem multiplas consequéncias como o aumento da pressao
arterial, aumento dos niveis de aglcar no sangue ou dos lipidos em circulagdo. De entre
todos estes a pressdo arterial elevada é o factor de risco considerado como mais
prejudicial, contribuindo para cerca de 13% de todas as mortes relacionadas com estas
patologias. Tomados em conjunto, todos estes factores provocam, consequentemente,
diversas patologias como hipertensdo, diabetes, dislipidemias ou obesidade, que
contribuem ndo s6 para o dano dos vasos sanguineos como para, posteriormente, o
aumento da probabilidade de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, deste modo
diminuindo a saude e qualidade de vida das populagdes (McGill et al., 2008; World
Health Organization, 2011; Direc¢do-Geral da Saude, 2012).

Devido a crescente importancia que as doencas cardiovasculares tém vindo a
obter no panorama da salde das populacdes europeia e mundial, a comunidade
cientifica tem vindo a ter um maior interesse na descoberta das suas causas. Deste
modo, uma prevencdo e monotorizagdo mais eficazes deverdo ser realizadas para
garantir o sucesso das medidas de prevencdo que tém vindo a ser implementadas. Visto
que grande parte dos eventos cardiovasculares ndo conseguem ser descritos pelos
factores de risco tradicionais, novos factores tém surgido, de entre os quais se destaca a
hiperhomocisteinémia. Contudo, a verdadeira relacéo entre a hiperhomocisteinémia e as
doencas cardiovasculares, e 0s mecanismos através dos quais actua, ainda ndo estdo
completamente estabelecidos (Faeh, Chiolero, & Paccaud, 2006; Steed & Tyagi, 2011).

Por conseguinte, este trabalho pretende efectuar o estudo e andlise do papel da
hiperhomocisteinémia nas doencas cardiovasculares elucidando para o facto de esta ser
uma causa ou uma consequéncia das mesmas. Pretende-se, também, abordar outros
temas relativos a esta tematica como as causas de hiperhomocisteinémia ou 0s

mecanismos fisiopatoldgicos através dos quais actua dando origem as doengas
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1. Introducao

cardiovasculares. Além disto, também os métodos desenvolvidos para o seu diagnostico
e quantificacdo, e as vantagens e desvantagens dos mesmos, sdo motivo de interesse ja
que ainda ndo foi descoberto um meio eficaz para o diagndstico desta condi¢do. O
estudo das opc¢oes terapéuticas actualmente existentes para a reducdo dos seus niveis
serdo igualmente abordadas. J& se provou que elevados niveis de homocisteina sdo
prejudiciais para os doentes com disfunc¢des cardiovasculares, mas o desenvolvimento
de uma terapéutica eficaz que reduzisse o risco de ocorréncia destas doengas ainda néo

foi descoberto.
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2. O Aminoacido Homocisteina

2. O Aminoacido Homocisteina

2.1. Caracterizacdo da Homocisteina, Estrutura e suas

Formas

A homocisteina (Hcy) € um aminoécido que se caracteriza por conter um grupo
tiol livre, também denominado por grupo sufidril (R-SH), sendo produzida pelas células
como um produto intermediério durante os ciclos da metionina e, consequentemente, do
acido folico. A Hcy é sintetizada pelo organismo humano exclusivamente através da
metabolizacdo da metionina, um aminoacido essencial ao Homem. A Hcy é um
aminoacido estruturalmente muito semelhante a cisteina, diferindo desta apenas por
conter um grupo metil adicional, o que lhes confere propriedades semelhantes entre si
(Yilmaz, 2012; Ganguly & Alam, 2015).

A homocisteina pode ser encontrada sob diversas formas no organismo humano,
tal como demonstrado na Figura 2. O termo homocisteina total refere-se ao conjunto de
todas as formas, livres e ligadas a proteinas, de Hcy encontradas em circulagdo no
plasma (Perta-Kajan, Twardowski, & Jakubowski, 2007). Deste modo, das diversas
formas de homocisteina, cerca de 70 a 80% circulam associadas a proteinas plasmaticas,
principalmente a albumina (proteina-Hcy-S-S-Hcy). Ao passo que apenas cerca de 1%
circula sob a forma livre, ou seja, sem ligacdo a nenhuma proteina (cerca de 20 a 30%)
(Ganguly & Alam, 2015). A homocisteina livre pode encontra-se na forma reduzida ou
oxidada, sendo as formas oxidadas mais prevalentes. Na forma oxidada a Hcy origina
dissulfetos de Hcy (Hcy-S-S-Hcy) ou cisteina-Hey (Cys-S-S-Hcy). Apenas cerca de 2%

da Hcy livre esta em circulacdo na forma reduzida.
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Figura 2 - Diferentes formas de homocisteina em circulacdo no sangue (adaptado de Christopher et
al., 2007).

Apesar de a Hcy ter sido descoberta no de 1932 a verdadeira importancia deste
aminoéacido sé comecou a ser realmente conhecida na década de 50 (Yilmaz, 2012). A
partir desta data a Hcy comecou a estabelecer-se como um novo factor de risco para
diversas patologias, sendo a sua ligacdo as doengas cardiovasculares aquela que tem
despertado cada vez mais o interesse da comunidade cientifica. Note-se que apenas
cerca 50% das disfuncdes cardiovasculares conseguem ser explicadas pelos factores de
risco tradicionais, como tabaco, pressdo arterial elevada, niveis de agucar ou de lipidos
elevados em circulacdo. Assim novos factores de risco tém surgido, dos quais se destaca
a hiperhomocisteinémia (Faeh, Chiolero, & Paccaud, 2006; Steed & Tyagi, 2011).

2.2. Metabolismo da Homocisteina

A homocisteina € um aminodcido formado a partir da metionina e cujo
metabolismo envolve dois processos evidenciados na Figura 3 a): a remetilacdo e a
transulfuracdo. A metabolizacdo da Hcy e feita pela via de transulfuracdo quando existe
excesso de metionina no organismo, ao passo que a via de remetilagcdo é usada quando
0s niveis de metionina sdo baixos (Wierzbicki, 2007).

Apos as refeicbes, a metionina € libertada no sistema digestivo e transportada

para os diferentes Orgdos do organismo, sendo ai captada pelas células.
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2. O Aminoacido Homocisteina

Intracelularmente comeca, entdo, o ciclo da metionina e, consequentemente, o ciclo da
homocisteina (Jakubowski, 2006).

A via de remetilagdo envolve a remocdo do grupo metil da metionina e a
subsequente formacédo de S-adenosilmetionina (SAM), o maior dador de grupos metil
do corpo humano. A SAM é convertida em S-adenosilhomocisteina (SAH), e depois
hidrolisada a Hcy por accdo da SAH hidrolase. Esta conversdao é uma reaccdo de
extrema importancia ja que é a Unica fonte conhecida de Hcy no organismo humano
(Jakubowski, 2008). E, também, uma reaccéo reversivel cujo equilibrio termodinamico
beneficia a sintese de SAH, em detrimento da hidrélise em Hcy. A relacdo SAM/SAH é
essencial j& que define o potencial de metilacdo celular (S. Zhou, Zhang, & Xu, 2014).

Posteriormente, a Hcy formada é de novo remetilada em metionina por adicao de
um grupo metil fornecido pelo 5-metiltetrahidrofolato, usando a enzima metionina
sintetase (MS) e, como co-factor, a vitamina Bi,. Um dos produtos da reaccdo com a
MS é o tetrahidrofolato, que é convertido em 5-metiltetrahidrofolato e, posteriormente,
a 5,10-metilenotetrahidrofolato, por ac¢do da enzima metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR) (S. Zhou et al., 2014).

A via de remetilacdo da Hcy pode ocorrer por vias alternativas, como
demonstrado na Figura 3 b), muito embora a sua importancia nao esteja completamente
estabelecida. Assim, a betaina pode actuar como um dador de metil alternativo, aquando
da conversdo de Hcy em metionina, sendo esta reaccdo catalisada por outra enzima
dependente da vitamina Bj;, a betaina-homocisteina metiltranferase (Herrmann,
Herrmann, & Obeid, 2007).

Relativamente a via de transulfuracdo, a Hcy é metabolizada a cistationa por
accdo da enzima cistationina B-sintetase (CBS) e da vitamina Bg. Seguidamente a
cistationa é transformada em cisteina, através da enzima cistationina y-liase e do co-
factor vitamina Bg (S. Zhou et al., 2014). O excesso de cisteina € entdo oxidado a
sulfato ou eliminado do organismo pela urina (Wierzbicki, 2007). Esta via apenas esta
presente em alguns érgdos, tais como figado, rins, pancreas e intestino delgado (Perta-
Kajan et al., 2007).

23



2. O Aminoacido Homocisteina

a) CICLO DA " CiCLO pO
METIONINA ACIDO FOLICO
Dieta
1 alimentar N o
VIA DE Metionina o

Tetrahidrofolato

REMETILACAO

S- adenosilmetioni na

Acoisler e me
Az iz mclielz

S$- adenosilhomocistein a

\\9 Homocisteina
VIADE

- : Cistationina b- sintatase
TRANSULFURAGAD | Vit.B6 l

Cistationina

Vit. B6 l Cistationina y-liase

Cisteina

Vit.B12 | Metionina sintetase

MTHFR
NADPH

“2clonrs

5- metiltetrahidrofola to
NADS+

b)

Proteinas

, 3-{51'10.\1\'.&4
. |
M 1cN2 | BHMT S_-;x_\I
Betaina

HOMOCISTEINA 4

5,10- metilenotetrahidrofolato

Figura 3 a) - Metabolismo da homocisteina, via de remetilagado e via de transulfuragdo (adaptado de

Cardoso, 2009)

b) Metabolismo da homocisteina, via de remetilacdo alternativa (adaptado de Brustolin et al.,

2010).

Devido a grande semelhanca entre a homocisteina e a metionina, a Hcy pode
entrar na sintese proteica. Isto deve-se ao resultado de um erro em que a Hcy é activada
no lugar da metionina, pela metionil-tRNA sintetase, dando origem a um metabolito
muito reactivo, a homocisteina-tiolactona (Hcy-Tl) (Perta-Kajan et al., 2007). Com esta
transformacéo inicia-se um processo denominado N-homocisteinilizagdo. Uma vez
formada, a Hcy-Tl reage com as proteinas celulares ligando-se a grupos g-amino de

residuos de lisina. Este processo provoca modificacfes na estrutura das proteinas,
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levando a perda da sua funcdo e ao desencadeamento de uma resposta autoimune por
parte das N-Hcy-proteinas formadas e, por consequéncia, ao aumento da inflamacédo
vascular. Assim, este processo provoca danos na normal conformacdo das proteinas
celulares, podendo desencadear o desenvolvimento de aterosclerose e, mais tarde, de
maultiplas patologias cardiovasculares (Garel & Tawfik, 2006; Perta-kaja & Jakubowski,
2012; Yilmaz, 2012).

Por outro lado, a Hcy-TI pode ser eliminada do organismo através da sua
hidrolise, por accdo da enzima paraoxonase 1 (PON 1). Indo assim impedir a
acumulacdo de N-Hcy-proteinas (produtos da N-homocisteinilizacdo) nas células
endoteliais. Dado que a actividade da enzima PON 1 esta diminuida em condicfes de
hiperhomocisteinémia, e as concentracbes de Hcy-Tl e N-Hcy-proteinas estarem
aumentadas nestas circunstancias, estes sdo factores a ter em consideragdo na prevencéo
da ocorréncia de eventos cardiovasculares (Garel & Tawfik, 2006; Perla-kaja &
Jakubowski, 2012; Yilmaz, 2012). Os processos atraves dos quais a Hcy se relaciona
com a Hcy-Tl, N-Hcy-proteinas e a enzima PON 1 no desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares sera discutido com maior pormenor adiante, no subcapitulo 3.3.:

“Hiperhomocisteinémia e Doengas Cardiovasculares”.
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3. Hiperhomocisteinémia

3.1. Classificacdo da Hiperhomocisteinémia

A Hcy foi primeiramente sintetizada in vitro em 1932 por Butz e du Vigneaud
(Steed & Tyagi, 2011). No entanto, s6 anos mais tarde, em 1962, foram relatados os
primeiros casos de homocistindria, doenca causada por mutacBes nas enzimas
participantes no metabolismo da homocisteina, e que aumenta exponencialmente o risco
de lesbes cardiovasculares prematuras devido aos niveis extremos de homocisteina
pelos quais se caracteriza. No ano de 1969 McCully propds a relagéo entre os elevados
niveis de homocisteina e 0 aumento do risco de doencas cardiovasculares, em doentes
portadores de homocistindria (Jakubowski, 2006; Ntaios, 2015). No seguimento deste
trabalho, em 1976, Wilcken e Wilcken, foram os primeiros a provar a relacdo entre a
hiperhomocisteinémia e as disfun¢fes no metabolismo da metionina, apresentadas por
pacientes com doenca arterial coronaria, quando comparados a individuos saudaveis
(Faeh et al., 2006). Foi demonstrado que a concentracdo do dissulfeto homocisteina-
cisteina era maior em doentes que padeciam de doenca arterial coronaria, quando
comparada a concentracdo do mesmo nos controlos. Desta forma, propuseram que a
Hcy desempenhasse um papel relevante na génese da doenca arterial coronaria
prematura. Com efeito, estima-se que cerca de 10% dos casos de doenca arterial
coronaria possam ter como causa a hiperhomocisteinémia (J. Zhou & Austin, 2009).
Entretanto, apenas em 1978 foi detectada pela primeira vez, a presenca de homocisteina
em individuos saudaveis (Vannucchi & Melo, 2009). Nestes, e em jejum, 0s niveis
normais de Hcy definem-se entre 5-15 pumo/L (Perta-Kajan et al., 2007).

Segundo Ganguly e Alam (2015) a hiperhomocisteinémia é uma condicéo
“caracterizada por niveis anormalmente altos de homocisteina (acima de 15 pmol/L) no
sangue” . Estima-se que a hiperhomocisteinémia esta presente, aproximadamente, em
5% da populacdo em geral, e estd intimamente relacionada com o aumento do risco de
desenvolvimento de vérias patologias como é o caso das doencas cardiovasculares,
doencas auto-imunes, diabetes mellitus, osteoporose, entre outras (S. Zhou et al., 2014).

Segundo os niveis de Hcy encontrados no sangue, a hiperhomocisteinémia pode
classificar-se como ligeira, moderada e severa, as quais correspondem a concentragdes

plasmaticas de Hcy entre 15-30 umol/L, 31-100 umol/L e superior a 100 umol/L,
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respectivamente. Normalmente, os individuos com hiperhomocisteinémia ligeira sofrem
de doengas cardiovasculares, cerebrovasculares e doengas vasculares periféricas.
Quanto aos individuos com hiperhomocisteinémia moderada, sofrem maioritariamente
de doencas do foro renal. Ja a hiperhomocisteinémia severa, resulta de mutacGes em
enzimas do metabolismo da Hcy originando homocistindria e tem como principais
manifestagdes clinicas a ateroesclerose, atraso mental e anomalias esqueléticas
(Herrmann et al., 2007; Perta-Kajan et al., 2007).

3.2. Etiologia da Hiperhomocisteinémia

A hiperhomocisteinémia é uma condi¢cdo que esta intimamente relacionada com
a presenga precoce de doengas cardiovasculares, entre outras patologias, e tem uma
variedade de factores como causa, dos quais se destacam os apresentados na Tabela 1:

Tabela 1 - Factores predisponentes da hiperhomocisteinémia (adaptado de Zhou et al., 2014).

Defeitos Genéticos Deficiéncias Nutricionais Outros factores
Mutagdes na enzima CBS Falta de acido folico Idade
Mutacdes na enzima MTHFR Falta de vitamina Bg Género feminino / masculino
Defeitos genéticos no Falta de vitamina By, Estilo de vida (tabaco, café,
metabolismo da vit. By, alcool)

Insuficiéncia renal cronica

Disfuncéo hepatica

Diabetes mellitus

3.2.1. Factores Genéticos

Os factores genéticos mais frequentes que ddo origem a hiperhomocisteinémia
relacionam-se com mutacGes nos genes CBS e MTHFR. Estas séo alteragdes raras, na
populacdo em geral, e apenas apresentam manifestacdes clinicas quando em
homozigotia (Silva et al., 2010).

Tal como referido anteriormente, a causa mais frequentemente associada a
hiperhomocisteinémia severa prende-se com defeitos no gene que codifica a enzima
CBS. Este defeito da origem a uma patologia de transmissdo autossomica recessiva,
denominada homocistindria. Esta caracteriza-se por apresentar niveis de Hcy até 40

vezes mais elevados, quando comparados com sujeitos saudaveis (Christopher et al.,
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2007; Pezzini, Del Zotto, & Padovani, 2007). Ou seja, quando a hiperhomocisteinémia
severa se apresenta como uma patologia clinica passa a definir-se como homocistindria.
Esta € uma doenca que se manifesta por danos neuroldgicos, complicagdes oculares,
atraso mental, deformacdes 0sseas, aterosclerose, convulsdes e eventos vasculares em
idade prematura (Herrmann et al., 2007; Pezzini et al., 2007; Silva et al., 2010). Os
doentes que padecem desta patologia, frequentemente, acabam por falecer devido a
tromboembolismos, sendo a sua taxa de sobrevivéncia bastante baixa ap06s os trinta anos
de idade (Herrmann et al., 2007).

Outra das causas que esta na origem de hiperhomocisteinémia grave € uma
deficiéncia na enzima MTHFR, enzima usada na via de remetilagdo do metabolismo da
Hcy e que apresenta dois polimorfismos funcionais. O polimorfismo mais frequente na
populacdo é a mutacdo C677T e provoca uma alteracdo da termolabilidade da enzima
(em estado homozigédtico) que, por sua vez, conduz a perda parcial de actividade
enziméatica e ao aumento dos niveis de folato (Brustolin, Giugliani, & Félix, 2010;
Ciaccio & Bellia, 2010). Esta variante refere-se a uma mutagdo no nucledtido 677 com
substituicdo de citosina por timina. Os individuos com gendtipo 677TT apresentam
aproximadamente 30% de actividade da enzima MTHFR, guando comparados com
aqueles com genotipo 677CC, ao passo que 0s com genotipo 677CT apresentam 65% de
actividade enzimatica (Brustolin et al., 2010). A mutacdo C677T é bastante comum na
populacdo mundial, tendo uma prevaléncia de 30% em europeus e japoneses e cerca de
11% em africanos e americanos (Ciaccio, Bivona, & Bellia, 2008).

Outro dos polimorfismos associados a enzima MTHFR refere-se a mutagéo
A1298C, que dita a substituicdo de adenina por citosina no nucleétido 1298. Mesmo
sem promover qualquer alteracdo na termolabilidade enzimética, quando em
heterozigotia, esta mutacdo provoca uma reducdo em cerca de 35% da actividade da
enzima MTHFR (Ganguly & Alam, 2015). No entanto, este polimorfismo ndo esta
associado a quaisquer alteracdo dos niveis sanguineos de folato (Brustolin et al., 2010).

3.2.2. Factores Nutricionais

As alteragOes nutricionais séo aquelas que mais tém contribuido para o aumento
de Hcy, provocando hiperhomocisteinémia moderada. Variagdes nos niveis séricos de
acido félico e de vitaminas Bg e By, usados no metabolismo de Hcy como co-factores

enzimaticos, sdo as principais causas que contribuem para as modifica¢fes nutricionais
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verificadas em casos de hiperhomocisteinémia (Christopher et al., 2007; Ciaccio et al.,
2008). Com efeito, existe uma relacdo inversa entre os niveis de &cido félico e Hcy
encontrados no sangue. Isto pode ser explicado através do ciclo da homocisteina em
que, a via de desmetilacdo do metabolismo da Hcy depende do ciclo do acido folico,
assim uma diminuicdo dos niveis de folato provocam uma reducdo da capacidade
remetilacdo da Hcy, elevando os seus niveis plasmaticos (Figura 3 a) ) (Ciaccio et al.,
2008).

A escassez de folato e vitaminas do Bs e Bj, pode ainda ser influenciada por
outros factores como a dieta, a idade, a gravidez, o alcoolismo ou o uso de determinados
farmacos (Ciaccio & Bellia, 2010).

3.2.3. Factores Fisioldgicos

Além dos factores supracitados existem ainda outros factores, como o0s
fisiologicos, que contribuem para o aumento da Hcy em circulagdo, e dos quais se
destacam o género e a idade (Pezzini et al., 2007). Sabe-se que 0 género é determinante
para os niveis de Hcy, sendo que o sexo masculino apresenta niveis mais elevados de
Hcy basal quando comparado ao sexo feminino (cerca de 2 pumol/L). Mesmo na
menopausa, em que a concentracdo de estrogénios esta diminuida, e os niveis de Hcy
aumentam, serdo sempre 0s homens a apresentar niveis mais elevados de Hcy,
possivelmente devido a maior massa muscular que apresentam (Christopher et al., 2007;
Herrmann et al., 2007).

Outro dos factores relevantes prende-se com a idade. As criangas apresentam
valores de Hcy basal mais baixos quando comparados com os adolescentes e adultos,
isto porque os niveis de Hcy vdo aumentando ao longo da vida dos individuos. Neste
campo, 0s idosos ndo sdo excep¢do ja que com o avancar da idade, o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares € maior, isto deve-se nao so as alteracdes
hormonais, como também a uma maior caréncia vitaminica propria de idade avancada, o

que leva a niveis de Hcy aumentados (Christopher et al., 2007; Herrmann et al., 2007).
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3.2.4. Outros Factores

Outros factores, como tabaco, alcool, café, algumas doengas coadjuvantes ou o
uso de determinados farmacos, podem alterar os niveis normais de Hcy e provocar
hiperhomocisteinémia.

Das varias doengas que interferem com os niveis de Hcy destacam-se a
insuficiéncia renal e hepética, no entanto, outras patologias como o hipotiroidismo, a
psoriase, a anemia perniciosa ou 0 cancro podem ter um efeito semelhante (Pezzini et
al., 2007). Doentes diagnosticados com leucemia e psoriase apresentam niveis de Hcy
elevados, provavelmente devido a elevada taxa de proliferacdo celular caracteristica
destas patologias (Pezzini et al., 2007).

Uma funcéo renal comprometida pode, também, levar a um aumento consistente
dos niveis de Hcy. Assim, doentes com insuficiéncia renal tém elevados niveis de Hcy
visto que existe um prejuizo na depuracdo desta, pelas alteracdes que esta patologia
provoca no metabolismo da Hcy (Ciaccio et al., 2008).

As modificacBes nos niveis normais de homocisteinémia ocorrem, também, em
pacientes com disfuncdo hepatica, visto que o figado € outros dos érgdos participantes
no metabolismo da Hcy. Nestas situacdes, ha uma perturbacdo no metabolismo da
metionina, provocando uma diminuicdo da concentracdo de SAM, que por sua vez
causa um aumento da concentracdo de SAH e, consequentemente, uma reducdo da
relacdo SAM/SAH. Assim, ha um decréscimo de glutationa em circula¢do, 0 aumento
da peroxidacdo lipidica e, por fim, danos hepaticos (Blasco et al., 2005).

Também o &lcool participa como mediador indirecto na hiperhomocisteinémia,
pois provoca danos hepéaticos que levam, posteriormente, ao aumento da Hcy. Os
mecanismos pelos quais actua ainda ndo estdo completamente estabelecidos. Contudo, a
ingestdo de alcool pode levar a uma caréncia vitaminica que provocara um aumento de
Hcy (Blasco et al., 2005; Christopher et al., 2007).

Além do éalcool, o tabaco pode ser outra das causas de hiperhomocisteinémia,
apesar de 0 mecanismo através do qual actua ainda ndo estar totalmente esclarecido.
Ainda assim, pensa-se que este possa estar relacionado com a inibi¢do da enzima MS ou
com a caréncia das vitaminas Bg, Bg e B, (Christopher et al., 2007).

Outro dos factores que, igualmente, leva a alteracdo dos niveis de Hcy é o
consumo de cafeina. Segundo Pezzini, Del Zotto e Padovani (2007) foi observada uma

relacdo entre o nimero de cafés ingeridos e os niveis de Hcy, verificando-se que um
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consumo de mais de seis cafés por dia aumenta os niveis de homocisteina em 2 a 3
umol/L (Pezzini et al., 2007).

Além de todos factores acima mencionados podem ainda destacar-se algumas
terapéuticas que contribuem para a o aumento dos niveis de Hcy, nomeadamente:
antiepilépticos, metformina, omeprazol, levodopa, ciclosporina, isoniazida e

contraceptivos, entre outros (Herrmann et al., 2007; Pezzini et al., 2007).

3.3. Hiperhomocisteinémia e Doencas Cardiovasculares

Apesar dos mdltiplos esforgos feitos nas Gltimas décadas no sentido da
prevencdo e combate as doengas cardiovasculares, estas ainda continuam a ter grande
relevancia e impacto a nivel mundial, representando perto de 30% de todas as mortes
em todo o mundo (Mendis et al., 2011). As doencas cardiovasculares sdo caracterizadas
por uma disfungdo no normal funcionamento do coragdo, artérias e veias, tendo como
principais causas multiplos factores, designadamente: histéria familiar, idade, sexo,
consumo de tabaco, pressdo arterial elevada, niveis elevados de glucose, obesidade,
entre outros. (Steed & Tyagi, 2011).

No entanto, apesar de grande parte dos acidentes cardiovasculares poderem ser
explicados pelos factores de risco classicos, cerca de 50% dos eventos cardiovasculares
podem ser atribuidos a potenciais novos factores de risco(Faeh, Chiolero, & Paccaud,
2006; Steed & Tyagi, 2011). Note-se que a Escala de Risco Cardiovascular de
Framingham, um dos principais e mais importantes instrumentos usados pelos
profissionais de salde para previsao da ocorréncia de doencas cardiovasculares, estima
abaixo do valor real o risco cardiovascular em doentes com elevados niveis de
homocisteina (Ganguly & Alam, 2015). Deste modo, um novo paradigma quanto as
causas deste tipo de doencas tem sido discutido ao longo das Ultimas décadas, sendo
ainda necessario percorrer um longo caminho para a total compreensao das mesmas.

Segundo diversos estudos, determinou-se que uma reducédo de cerca de 3umol/L
na concentragdo plasmatica de Hcy diminui o risco de enfarte agudo do miocardio e de
acidente vascular cerebral (AVC) em 15% e 24%, respectivamente. Por outro lado,
deduziu-se também, que o risco de desenvolvimento de doenca arterial coronéria
aumenta em cerca de 20% aquando as concentracfes plasmaticas de Hcy se apresentam

cerca de 5umol/L acima do normal (Debreceni & Debreceni, 2014). Esta relagdo foi
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inicialmente proposta por McCully, no ano de 1969, através da observacao das lesbes
apresentadas por doentes que sofriam de homocistindria e a correlagdo com o facto de
estes morrerem precocemente por complica¢fes advindas de doencgas cardiovasculares
(J. Zhou & Austin, 2009; Ntaios, 2015). Actualmente, sabe-se que quando néo recebem
tratamento adequado, os doentes afectados por esta patologia apresentam 50% de risco
de apresentar lesGes vasculares prematuras antes dos trinta anos (Lentz, 2005). As
lesbes estudadas nestes pacientes por McCully consistem em diversas anomalias
patoldgicas, nomeadamente, a acumulacdo de placas fibrosas, a anormal formacéo de
trombos e a perturbacdo da normal constituicdo da ldmina elastica interna dos vasos,
levando a um acréscimo do risco da sua oclusdo. Estas alteracfes sdo mais prevalentes
em vasos sanguineos de menor calibre, comparativamente aos vasos de grande calibre
(Lentz, 2005; Pezzini et al., 2007).

Com vista ao desenvolvimento e a compreensao desta relacdo entre a Hcy e as
doencas cardiovasculares varios estudos retrospectivos e prospectivos foram realizados
ao longo de vérias décadas. O objectivo destes estudos foi demonstrar a possibilidade de
a hiperhomocisteinémia ser um factor de risco para patologias como enfarte do
miocardio, doencas cerebrovasculares e tromboembolismo venoso (Wierzbicki, 2007).
No entanto, os resultados apresentados por estes estudos ndo foram consensuais pelo
que foi necessario o desenvolvimento de ensaios clinicos que facilitassem a
compreensdo do papel da hiperhomocisteinémia como uma causa Ou COmMO um
marcador para as doencas cardiovasculares (Ciaccio et al., 2008; Ciaccio & Bellia,
2010). Os ensaios clinicos desenvolvidos, as suas caracteristicas e os seus resultados
sera um assunto discutido com maior pormenor adiante no capitulo 5: “Perspectivas de
Tratamento da Hiperhomocisteinémia”.

No caso dos estudos retrospectivos (com homocisteina a ser medida antes do
evento cardiovascular), o risco associado a hiperhomocisteinémia foi maior e mais
significativo, ao passo que nos estudos prospectivos (com homocisteina a ser medida
apos o evento cardiovascular) os resultados obtidos ndo foram significativos pelo que
esta associacdo néo foi tdo relevante (Wierzbicki, 2007; Ciaccio et al., 2008; Ciaccio &
Bellia, 2010). Assim, e visto que os resultados dos diversos estudos sdo contraditorios,
o0s investigadores continuaram a pesquisar novos metodos que correlacionem estes dois
factores. Deste modo, continua em aberto a hipotese de a hiperhomocisteinémia ser uma
causa ou apenas um marcador para as doengas cardiovasculares (Ciaccio et al., 2008;
Ciaccio & Bellia, 2010).
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Apesar dos resultados inconsistentes e de ainda ndo se entender completamente
o0 papel da Hcy nas doencas cardiovasculares a hiperhomocisteinémia foi reconhecida,
pela primeira vez, como um factor de risco para ateroesclerose e doencas de coagulacéo
na década de 90 (Ganguly & Alam, 2015). Deste modo, e de acordo recomendacfes
europeias para a prevencdo da doenca cardiovascular na pratica clinica do ano de 2012,
a homocisteina revela-se como um marcador de segunda linha na avaliagdo do risco e na

prevencdo deste tipo de patologias (Perk et al., 2012).

3.3.1. Mecanismos de Lesao Vascular da Hiperhomocisteinémia

Os mecanismos através dos quais a hiperhomocisteinémia da origem e promove
0 desenvolvimento de doencas cardiovasculares ainda ndo estdo completamente
estabelecidos, pelo que varias hipoteses tém sido sugeridas pelos investigadores.
Através dos mecanismos representados na Figura 4, compreendemos que a
hiperhomocisteinémia provoca disfuncdo endotelial, activacdo de leucdcitos e de
plaquetas em circulacdo, diminuicdo da capacidade de vasodilatacdo vascular,
estimulacdo das células do mausculo liso vascular, entre outros, estimulando a
progressdo da aterosclerose e a formacgdo de trombos (Weiss, Keller, Hoffmann, &
Loscalzo, 2002).
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Figura 4 - Mecanismos de lesdo da homocisteinémia nas doengas cardiovasculares (adaptado de
Weiss et al., 2002). A Hcy diminui a disponibilidade de NO no endotélio, o que leva a perturbacéo da
vasodilatacdo endotelial. A menor disponibilidade de NO pode ser causada pelas espécies ROS, por
inibicdo das enzimas antioxidantes ou por aumento dos niveis de dimetilarginina assimétrica. A Hcy
induz a expressdo de citocinas e moléculas de adesao e, consequentemente, promove a adesdo
leucocitéria. A Hcy promove, também, um estado trombotico por activacéo de diversos mecanismos pré-

trombdticos como activacao do factor V, fo factor tecidular, entre outros.

A aterosclerose e a Hiperhomocisteinémia

A aterosclerose é considerada como o processo patolégico que maior relevancia
tem para o inicio e desenvolvimento das doencas cardiovasculares, incluindo enfarte
agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca ou AVC (Mangge et al., 2014; Ganguly &
Alam, 2015).

As lesdes ateroscleroticas iniciam-se por um anormal funcionamento das células
endoteliais, conduzindo a sua lesdo e, consequentemente, a acumula¢do de monadcitos e
lipidos na parede dos vasos sanguineos (Esper et al., 2006). Também, o
desencadeamento de uma resposta inflamatoria por parte do sistema imunitario € um

dos passos fundamentais no desenvolvimento da aterosclerose. Sendo que a
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aterosclerose se caracterizada por ser um estado inflamatorio cronico (J. Zhou & Austin,
2009).

Assim, ocorre a migracdo dos monocitos em circulagdo e a sua adesdo ao
endotélio vascular, sendo que estes atravessam o endotélio até a camada intima do vaso,
diferenciando-se em macrofagos. Com o desenvolvimento das lesdes vasculares, 0s
macrofagos oxidam as lipoproteinas acumuladas, produzindo espessamentos,
distribuidos irregularmente na parede vascular, os quais se denominam células
espumosas. Estas células caracterizam-se por apresentarem um nucleo lipidico que, com
a progressao da patologia, vai aumentando. Também o nimero e tamanho destas células
vai crescendo proporcionalmente, originando a formacao de placas de ateroma (J. Zhou
& Austin, 2009; Guyton & Hall, 2011). Com o avan¢o da aterosclerose, as artérias
afectadas tornam-se cada vez menos elasticas e mais estreitas. Mais tarde, da-se a
precipitacdo de calcio e colesterol, levando a formacdo de calcificacbes que enrijecem
as artérias e levando a perda da distensibilidade que lhes é caracteristica. As
calcificagOes formadas facilmente se rompem, fazendo com que o ateroma derrame 0
seu conteido na corrente sanguinea, formando coagulos, que mais tarde poderdo levar a
formacdo de trombos e a oclusdo dos vasos sanguineos (J. Zhou & Austin, 2009;
Guyton & Hall, 2011).

Concluindo, a formacdo de células espumosas e deposicdo de lipidos
extracelulares, a infiltracdo de células inflamatdrias no espaco celular e a apoptose
celular sdo considerados o0s passos fundamentais para a progressdao das lesdes

aterosclerdticas, tal como representado na Figura 5 (Mangge et al., 2014).
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Figura 5 - Progressdo da les@o ateroscleroética (retirado de Guyton & Hall, 2011).

Stress Oxidativo e Disfuncédo Endotelial

O endotélio define-se como a camada intracelular dos vasos sanguineos, detendo
uma grande importancia, uma vez que tem a capacidade de detectar alteracdes da
homeostase celular, agindo de acordo com a sua preservacdo (Esper et al., 2006).
Assim, este apresenta como principais fungdes a regulacdo do fluxo sanguineo e da
coagulacdo, a activacdo plaquetaria e a adesdo dos leucdcitos. Deste modo, uma
desregulacdo no normal funcionamento endotelial provoca um deficiente relaxamento
vascular, caracteristica comum a muitas doengas cardiovasculares (Lentz, 2005). Uma
actividade vasomotora endotelial prejudicada € um marcador que permite antever o
desenvolvimento de doenca arterial coronaria, pelo que este € um factor de extrema
importancia e a ter em consideracdo na prevencdo de patologias cardiovasculares
(Weiss et al., 2002).
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A disfuncdo endotelial é um dos factores indicativos da diminuicdo da
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), um potente vasodilatador vascular, sendo este
um dos mecanismos atraves dos quais a hiperhomocisteinémia induz um
comprometimento no normal funcionamento vasomotor. O NO € produzido atraves da
enzima sintetase do 6xido nitrico (eNOS), como resposta a estimulos fisiologicos
externos, atravessando a parede vascular e provocando o relaxamento dos vasos
sanguineos e, por conseguinte, a sua vasodilatacdo (Esper et al., 2006; Christopher et
al., 2007).

Quando a Hcy ¢ adicionada ao plasma o seu grupo tiol livre é auto-oxidado
dando origem a espécies reactivas de oxigénio (ROS). Estas promovem e originam
diversas lesbes celulares, nomeadamente por inactivagdo de NO, que posteriormente
resulta no desenvolvimento e progressdo de aterosclerose. Sob condicdes fisioldgicas
normais, estas espécies sdo habitualmente produzidas nas células sendo reguladas por
um sistema de moléculas antioxidantes que as neutralizam, evitando assim que 0 stress
oxidativo por elas causado seja prejudicial a integridade do endotélio. No entanto, a
hiperhomocisteinémia promove a desregulacdo deste sistema (Esper et al., 2006;
Yilmaz, 2012). De entre as ROS que despoletam esta reac¢do destacam-se: 0 anido
superoxido, o perdxido de hidrogénio e o radical hidroxilo (Weiss et al., 2002; Mangge
etal., 2014).

Por aumento da concentracdo de ROS, a Hcy provoca lesGes no endotélio ao
inibir o funcionamento das enzimas envolvidas no sistema antioxidante celular, como o
caso da glutationa peroxidase 1 (Gpx-1) (Weiss et al., 2002; Pezzini et al., 2007).
Descobriu-se que ratos homozigéticos, com deficiéncia desta enzima, apresentam
disfuncdes no normal relaxamento do endotélio, sendo a severidade deste disturbio
aumentada na presenca de hiperhomocisteinémia, induzida através da dieta. Este estudo
demonstra que as enzimas antioxidantes, nomeadamente a enzima Gpx-1, diminuem a
disponibilidade de NO o que aumenta a sensibilidade das células aos efeitos toxicos das
ROS. Assim sendo, estas enzimas tém um efeito protector celular (Wang et al., 2005;
Yilmaz, 2012).

Tal como descrito anteriormente, a Hcy provoca disfuncdo endotelial por
reducdo da disponibilidade de NO. Deste modo, o risco de trombose e aterosclerose
acresce pois o decréscimo de NO disponivel provoca a inibicdo tanto da agregacao
plaquetaria como da adesdo dos leucdécitos ao endotélio (Wang et al., 2005; J. Zhou &

Austin, 2009). Posto isto, a diminui¢do de NO leva ao aumento da expressao tanto de
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citocinas como do inibidor do activador de plasminogénio, 0 que promove um maior
risco de desenvolvimento de coagulos e, portanto, uma maior predisposicdo ao
desenvolvimento de trombose (Debreceni & Debreceni, 2014).

Outro dos mecanismos propostos para a disfuncdo celular provocada pela
homocisteina, através da promocao de stress oxidativo celular, é 0 aumento da producao
intracelular do anido superoxido, provocando o anormal relaxamento vascular. Este
anido reage com NO, levando a sua inactivacao e produzindo o anido peroxinitrito, um
isbmero instavel do nitrato muito reactivo e com potente poder oxidante que gera
vasodilatacdo vascular anormal, efeito que estd na origem de diversas patologias
cardiovasculares (Lentz, 2005; J. Zhou & Austin, 2009).

A hiperhomocisteinémia provoca ndo s6 stress oxidativo celular como pode
também levar a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), induzindo a
degradacdo do endotélio vascular, um dos eventos que preconiza 0 inicio da
aterosclerose. O colesterol LDL normalmente em circulagdo no organismo € inocuo e
ndo provoca qualquer tipo de inflamagédo vascular. Contudo, ao ser oxidado passa a
agredir o endotélio, aumentando a actividade de moléculas pré-inflamatorias e factores
de crescimento (Weiss et al., 2002; Esper et al., 2006). N&o obstante, esta hipdtese falha
ao ndo ser capaz de justificar o facto de a cisteina, um aminoacido estruturalmente
semelhante @ homocisteina, ter maior predisposicdo a auto-oxidacdo e ndo provocar
quaisquer danos no endotélio vascular (Christopher et al., 2007).

Por fim, constatou-se que doentes com hiperhomocisteinémia apresentarem
elevados niveis de dimetilarginina assimétrica (ADMA), um conhecido inibidor de NO.
O aumento dos niveis de ADMA pode ser um factor de risco cardiovascular em
pacientes com hiperhomocisteinémia, hipercolesterolémia, diabetes e hipertensdo. O
mecanismo passa por inibir a eNOS e consequentemente a producdo de NO,
contribuindo entdo para o aumento do stress oxidativo celular (Weiss et al., 2002;
Lentz, 2005; J. Zhou & Austin, 2009). Adicionalmente, correlacionou-se a concentragao
plasmatica de ADMA com a diminuicdo do relaxamento muscular em macacos com
hiperhomocisteinémia, causada por uma dieta rica em metionina e pobre em folatos. A
elevada concentracdo de ADMA em doentes com hiperhomocisteinémia podera estar
relacionada com um decréscimo do seu metabolismo, visto que ha uma inibicdo da
enzima dimetilarginina dimetilamino hidrolase (DDAH), responsavel pela hidrolise da
ADMA (Lentz, 2005; Christopher et al., 2007).
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Inflamacéo

A disfuncdo endotelial, provocada por niveis elevados de Hcy, pode levar ao
aumento da expressao de citocinas e de moléculas responsaveis pela adesdo endotelial,
provocando um aumento do recrutamento das moléculas em circulagdo, como o caso
dos leuctcitos, e permitindo uma crescente inflamacdo da parede celular. Assim,
conclui-se que a Hcy desempenha um papel fundamental no desenvolvimento da
inflamacéo, através do seu contributo para a producdo de mediadores inflamatorios e,
consequentemente, para a progressao da aterosclerose (Weiss et al., 2002; Pezzini et al.,
2007; Debreceni & Debreceni, 2014).

Varios ensaios com culturas celulares tratadas com homocisteina concluiram que
esta induz a expressao da proteina monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1). Esta
molécula tem a capacidade de atrair os mondcitos em circulacdo e captura-los para o
espaco endotelial, onde posteriormente sdo transformados em macrofagos (Christopher
et al., 2007).

Além do aumento da expressdo de MCP-1, a homocisteina promove também a
ampliacdo da expressdo de interleucina 8. O estimulo provocado pela Hcy nestas
moléculas € pois mediado pela activacdo de NF-kB. Este é um factor de transcricao cuja
funcdo é estimular a producdo de citocinas e factores de crescimento, 0s quais
contribuem para a inflamacdo vascular e, por conseguinte, para a aterosclerose
(Debreceni & Debreceni, 2014). Existe também uma ligacdo entre a
hiperhomocisteinémia e a apoptose celular, através do receptor Fas. A Hcy provoca um
aumento da expressao deste receptor e, por consequéncia, a activacdo do factor NF-«xB.
Este receptor tem, entre outras funcBes, a capacidade de transmitir um sinal
promovendo a sua apoptose celular. Sendo a apoptose um dos eventos que podera estar
na origem da aterosclerose, pode afirmar-se que esta associacao é valida (Debreceni &
Debreceni, 2014).

Proliferacdo das Células do Musculo Liso Vascular

Um dos componentes caracteristicos da progressdo da aterosclerose descreve-se
como a proliferacdo exagerada das células do masculo vascular liso e a acumulagéo de
colagenio. Diversos estudos apontam uma relacdo entre a Hcy e estes factores, pois a

Hcy promove a proliferacdo de células do masculo liso, provocando o aumento da
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sintese e acumulacdo de colagénio (Christopher et al., 2007). Foram identificadas
algumas alteragdes nas células do musculo liso em pacientes com hiperhomocisteinémia
das quais se destacam, o espessamento da camada intima e o nimero anormal de lesdes
fibrosas ricas em colagénio. Esta relacdo deve-se ao facto de a homocisteina inibir a
enzima lisil-oxidase, enzima envolvida na producdo de colagénio nas células do
muasculo liso vascular. Além disto, a Hcy é ainda responsavel pela oxidacdo de
lipoproteinas LDL o que leva a activacdo plaquetaria e a libertacdo de factores de

crescimento que promovem a hipertrofia vascular (Christopher et al., 2007).

Stress do Reticulo Endoplasmatico

A Hcy induz modificagbes em proteinas do plasma promovendo, desta forma, a
alteracdo de alguns componentes criticos na manutencdo da normal funcdo vascular
(Pezzini et al., 2007; J. Zhou & Austin, 2009). Uma das hipoteses que define a forma
como a Hcy contribui para a desregulacdo da estrutura proteica prende-se com a
formacdo de Hcy-Tl. Este metabolito ao interagir com as proteinas do reticulo
endoplasmatico promove um processo designado por N-homocisteinilizacdo, que
provoca a perda de funcdo das proteinas, agora designadas por N-Hcy-proteinas. A
acumulacdo de N-Hcy-proteinas no reticulo promove a inflamagdo vascular e,
consequentemente, a progressdo da aterosclerose (Yilmaz, 2012). O conjunto destas
condicdes define-se como stress do reticulo endoplasmatico.

No seguimento da desregulagdo proteica gerada no reticulo, diversas
consequéncias sdo desencadeadas, nomeadamente, a desregulacdo do metabolismo
lipidico, activacdo de vias inflamatdrias, apoptose celular, entre outros, ficando estas
funcbes alteradas e implicitas na progressdo e desenvolvimento da aterosclerose
(Pezzini et al., 2007).

A desregulacdo do normal funcionamento do reticulo endoplasmaético pode levar
a apoptose celular através da alteracdo da expressdo dos genes responsaveis pelo
crescimento e diferenciagdo celular. A Hcy induz a expresséo de diversos genes
responsaveis pela morte celular, entre eles o gene TDAG51. Este gene induz a apoptose
por modificacdo da normal morfologia celular ndo permitindo a adeséo das células ao
endotélio. A Hcy parece induzir a apoptose celular por activacdo de um sinal que
programa a morte celular e por acumulacdo descontrolada de proteinas desnaturadas no

reticulo endoplasmatico (J. Zhou & Austin, 2009).

41



3. Hiperhomocisteinémia

Outra das consequéncias da desregulacdo no normal funcionamento do reticulo
endoplasmatico prende-se com o metabolismo lipidico. O stress do reticulo
endoplasméatico leva a uma expressao aumentada dos genes responsaveis pela
biossintese de colesterol e triglicéridos, levando a acumulacdo intracelular de colesterol
que mais tarde fomenta o desenvolvimento de aterosclerose (Christopher et al., 2007).
Ou seja, da-se a activacdo das proteinas de ligacdo ao elemento regulador do esterol
que, concludentemente, produz o aumento da expressdao dos genes responsaveis pela
sintese de colesterol e triglicéridos, e promove a acumulacdo descontrolada de lipidos
na parede vascular (J. Zhou & Austin, 2009).

Um outro meio de desregulacdo do metabolismo lipidico por parte da Hcy é
através da producdo da Hcy-TI, esta reage com as moléculas de LDL promovendo o
aumento da sua concentracdo em circulacdo e da sua agregacdo, 0 que resulta na
formacdo de trombos e obstrucdo da circulacdo sanguinea. (Jakubowski, 2008; Yilmaz,
2012). A PON 1 é uma enzima presente nas lipoproteinas de alta densidade que tem a
capacidade de hidrolisar os lipidos em circulacdo, inibindo a oxidagdo de LDL e
impedindo a sua acumulagdo nos vasos sanguineos. Assim, pode dizer-se que a PON 1
confere um efeito protector contra a aterosclerose, pois evita a degradacdo do endotélio
pela LDL e diminui a concentragdo de Hcy-Tl em circulagdo (Perla-Kajan &
Jakubowski, 2010; Yilmaz, 2012).

Alteracbes na Coagulacdo Sanguinea

Além de promover o aumento do progresso de aterosclerose, a Hcy aparente ser,
também um factor de aceleracdo do processo de trombose. N&o obstante, o0s
mecanismos pelos quais actua ainda ndo estdo totalmente esclarecidos (Debreceni &
Debreceni, 2014).

O mecanismo central que correlaciona a Hcy e a trombose preconiza que a Hcy
promove perturbacdes na actividade antitrombotica endotelial, predispondo os vasos a
formacdo de trombos por aumento da adesdo plaquetdria e por diminuicdo da
biodisponibilidade de NO (Weiss et al., 2002; Lentz, 2005). Esta hipo6tese é suportada
por diversos estudos em ratos com défice de apolipoproteina E que apresentavam
actividade trombdtica exacerbada, quando alimentadas com uma dieta rica em
homocisteina. Pensa-se que 0 mecanismo que provoca estas alteracGes esta relacionado
com a actividade diminuta de NO (Ciaccio & Bellia, 2010).
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A homocisteina pode também actuar por diminuicdo da expressdo de
trombomodulina, proteina anticoagulante expressa na superficie endotelial e essencial a
activacdo de proteina C (Lentz, 2005). A proteina C € um biomarcador da inflamagéo
endotelial, sendo que niveis elevados desta proteina estdo relacionados com um maior
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Ou seja, a Hcy inibe a activacao
da proteina C, predispondo o organismo a trombose por dificultar a normal coagulacéo
(Sharma, Rai, Tiwari, & Chandra, 2007).

Além deste, foi proposto outro mecanismo que relaciona a proteina C e a Hcy. O
factor V tem como funcdo promover a producdo de trombina. Contudo, quando nao
activada a proteina C diminui a capacidade de inactivar o factor V, seu principal
substrato, e consequentemente leva a diminui¢cdo da producdo de trombina. Assim, ha
acumulacao de trombina nos vasos, promovendo um estado de hipercoagulabilidade que
aumenta a probabilidade de ocorréncia de fendmenos tromboembolicos (Lentz, 2005;
Silva et al., 2010). A prevaléncia do factor VV é maior em caucasianos que em africanos
e asiaticos, pelo que a ocorréncia destes fenémenos € maior na populagdo caucasiana
(Silva et al., 2010).

Outros estudos revelam que, em culturas celulares, a Hcy se liga ao terminal
amino da anexina Il, formando uma ligacdo dissulfeto com o residuo de cisteina ai
existente. A anexina € um receptor de superficie endotelial para o activador do
plasminogénio, inibindo a ligacdo deste a superficie endotelial, o que promove uma
deficiente producdo de plasmina. Ou seja, ha um comprometimento na degradacdo
correcta dos coagulos, havendo maior probabilidade de formacgdo de trombos e,
portanto, podendo dar origem a trombose (Weiss et al., 2002; Lentz, 2005; Pezzini et
al., 2007).

Deve referir-se que uma das principais e mais relevantes criticas aos estudos
experimentais que demonstram a influéncia da Hcy no mecanismo da trombose prende-
se com o facto de a dose de Hcy usada exceder aquela que normalmente é encontrada no
organismo humano, mesmo em casos de distarbios do metabolismo da Hcy, como a
homocistinaria. Assim, apesar de diversas evidéncias indicarem que a Hcy é um
marcador para o tromboembolismo, ainda ndo € conhecido se estes niveis dispares sdo

uma causa ou uma consequéncia apenas acidental (Ganguly & Alam, 2015).
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3.4. Hiperhomocisteinémia e Doencas Neurodegenerativas

As doencas neurodegenerativas definem-se como um conjunto de diversas
patologias que se distinguem pela deterioragdo da normal estrutura e funcionamento das
células nervosas. Incluem-se neste grupo doencas como Alzheimer, Parkinson,
deméncia, entre outras. (Herrmann & Obeid, 2011). Das patologias mencionadas o
Alzheimer é a forma mais comum de deméncia a nivel mundial, afectando cerca de 50 a
70% da populagdo que sofre de doencas neurodegenerativas (Ariogul, Cankurtaran,
Dagli, Khalil, & Yavuz, 2005).

Visto que a populagdo mundial se encontra cada vez mais envelhecida, as
doencas neurodegenerativas sdo patologias que tém grande impacto, tanto a nivel
econdmico como social, na sociedade actual, sendo de vital importancia a descoberta
das suas causas bem como do seu adequado tratamento (Ravaglia et al., 2005).

As doencas neurodegenerativas tém mdaltiplas origens, no entanto, poucos sdo 0s
factores que podem ser modificaveis, ou seja, que poderdo ser prevenidos e corrigidos.
Neste campo distinguem-se a hipertensdo, hiperlipidémia, tabagismo, diabetes, doencas
cardiovasculares e deficiéncias nutricionais, com as quais se relacionam a homocisteina
(Herrmann et al., 2007; Herrmann & Obeid, 2011).

O normal desenvolvimento do sistema nervoso central depende de numerosos
factores entre os quais se destaca o papel do folato e das vitaminas Bg € B1,. Varios
estudos apontam a caréncia destes factores como uma das principais causas de defeitos
neuroldgicos encontrados no sistema nervoso de recém-nascidos (Mattson & Shea,
2003). Diversas pesquisas, ao longo dos anos, comprovaram que a populacdo idosa
apresenta niveis mais elevados de Hcy, quando comparados aos de criancas,
adolescentes e adultos saudaveis. Dado que, com o avancar da idade, o risco de
surgimento de doencas neurodegenerativas aumenta, torna-se plausivel estabelecer uma
ligacdo entre estes dois factores (Herrmann & Obeid, 2011). Multiplos ensaios propdem
que elevados niveis de Hcy sdo responsaveis por cerca de 7 a 8% das alteracdes
verificadas na normal fungdo cognitiva de idosos, provocando atrofia das regides do
hipocampo e do cortex cerebral, e aumentando entéo o risco de desenvolver doenca de
Alzheimer (Herrmann et al., 2007).

Através do conhecimento do metabolismo da Hcy, sabe-se que o normal

desenvolvimento e producdo deste aminoécido depende das vitaminas Bg e Bz, bem
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como de &cido folico. Diversos estudos estabelecem uma relacdo entre a baixa
concentracdo destes co-factores e o aparecimento de doencas neurodegenerativas, visto
que a Hcy é considerada como um factor que permite prever o declinio cognitivo e,
logicamente, o risco de desenvolver este tipo de doencgas. Assim, o cérebro tem diversos
mecanismos que permitem antever e proteger-se caso haja caréncia de folato, de forma a
ndo provocar qualquer dano a nivel neuroldgico. Este facto é comprovado pela
observacgdo de niveis elevados de Hcy no liquido cefalorraquidiano em condicdes de
patologia neuroldgica. Desta forma, pressupde-se que uma deficiéncia de acido félico,
do qual o metabolismo de Hcy necessita para o seu normal funcionamento, pode
originar diversos danos irreversiveis a nivel neurolégico (Obeid & Herrmann, 2006;
Zhuo, Wang, & Pratico, 2011). Desta forma, a caréncia vitaminica pode levar a um
aumento do risco de deméncia. No entanto, caso seja diagnosticada precocemente, esta
necessidade pode ser revertida, sendo os danos neurolégicos evitados. (Herrmann et al.,
2007; Brustolin et al., 2010).

Pensa-se, que outra das causas que pode levar aos niveis de Hcy elevados e,
consequentemente, a danos no normal funcionamento do sistema nervoso central se
relacionem com defeitos genéticos nas enzimas MTHFR, CBS e MS (Mattson & Shea,
2003). A relagdo entre a Hcy e as doencas neurodegenerativas ja € conhecida ha muitos
anos, tendo sido descrita pela primeira vez em doentes com mutacfes na enzima CBS,
enzima que promove a conversdao de Hcy a cistationa, e estd na origem de
homocistinaria. (Obeid & Herrmann, 2006; Herrmann et al., 2007).

Assim, sendo comprovada a relagédo entre a Hcy e as doengas como Alzheimer e
deméncia, conclui-se que a gravidade e severidade destas patologias é tanto maior
guanto mais elevada for a concentracdo de Hcy em circulacdo (Malaguarnera et al.,
2004). Estima-se que o risco de sofrer de doenca de Alzheimer é 4,5 vezes maior em
pacientes com niveis de Hcy acima de 14umol/L (Herrmann et al., 2007).

Diversos estudos retrospectivos e prospectivos demonstraram uma associacao
positiva entre a hiperhomocisteinémia e declinio cognitivo dos individuos. Os estudos
retrospectivos tém como objectivo comparar os niveis de Hcy entre pacientes com e
sem algum tipo de doenca neurodegenerativa diagnosticada, revelando que doentes com
Alzheimer apresentam niveis de Hcy mais elevados. Por outro lado, os estudos
prospectivos sdo realizados, durante as décadas de vida de maior incidéncia deste tipo
de patologias, em individuos saudaveis, que sdo acompanhados e monitorizados sendo

avaliada a relagdo entre as concentracdes de Hcy e o declinio cognitivo apresentado por
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estes pacientes. Neste tipo de estudos concluiu-se, também, haver uma associacdo entre
o declinio cognitivo observado e hiperhomocisteinémia (Van Dam & Van Gool, 2009;
Zhuo et al., 2011).

No entanto, uma das principais limitacdes dos ensaios realizados deve-se a
concentracdo de Hcy usada exceder aquela que, sob condicdes fisioldgicas normais, se
encontra no organismo humano, bem como o tempo de exposi¢do das células nervosas a
Hcy ser limitado o que ndo corresponde a realidade (Curro et al., 2014).

Desta forma, ainda ndo se conseguiu estabelecer o mecanismo exacto que liga a
Hcy e as doencas neurodegenerativas, sendo ainda pouco claro se esta € uma causa,
através da qual se consegue prever a ocorréncia destas patologias, ou uma consequéncia
de outras causas, como a deficiéncia de vitaminas B, que leva ao aceleramento do
processo de desenvolvimento das doencas neurodegenerativas. Ou seja, ainda ndo esta
estabelecido se a Hcy é um factor de risco ou um marcador de risco para este tipo de
patologias (Herrmann et al., 2007; Herrmann & Obeid, 2011).

3.4.1. Mecanismos de Lesdo Neuronal da Hiperhomocisteinemia

Os mecanismos patolégicos através dos quais a Hcy se relaciona com as doengas
neurodegenerativas ainda ndo estdo completamente estabelecidos, pelo que nas ultimas
décadas os investigadores tém revelado um grande empenho em descobrir as ligacdes
entre elas. Vérias hipoteses tém sido propostas, nomeadamente inducdo da apoptose,
stress oxidativo, excitotoxicidade mediada pelo glutamato, danos no DNA, entre outros
(Mattson & Shea, 2003; Ravaglia et al., 2005; Zhuo et al., 2011).

Uma das hipoteses sugeridas que associa as doengas neurodegenerativas e a Hcy
relaciona-se com os efeitos toxicos de um dos metabolitos derivados da Hcy,
nomeadamente o acido homocisteico. Esta hipdtese preconiza que a homocisteina, por
si sO, seja uma substancia neurotdxica quando em concentracBes acima das
normalmente encontradas no organismo humano (Ariogul et al., 2005). Tanto a Hcy
como o acido homocisteico podem induzir a excitotoxicidade, através da activagdo do
receptor N-metil D-aspartato (NMDA). A estimulacdo do receptor NMDA desencadeia
0 aumento da concentracdo de ido célcio em circulacdo, bem como de ROS,
promovendo a toxicidade e induzindo a apoptose das celulas nervosas (Obeid &
Herrmann, 2006).
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Tal como descrito anteriormente, a Hcy contém um grupo tiol livre que pode ser
oxidado provocando o aumento da producdo das ROS e, em consequéncia, promovendo
0 stress oxidativo. Alguns estudos demonstram que uma exposicdo de 4 a 5horas das
células do hipocampo a concentracBes extremamente elevadas de Hcy levam ao
aumento de duas vezes mais a producdo destas espécies, provocando efeitos
neurotoxicos irreversiveis (Curro et al., 2014).

Outra hipdtese que pode explicar o stress oxidativo causado pela homocisteina
nas celulas nervosas ¢ o facto da caréncia de acido fdlico e Hcy comprometer a
actividade de algumas enzimas antioxidantes, nomeadamente a Gpx-1, responsaveis por
manter o equilibrio oxidativo celular e, assim, potenciando os efeitos negativos das
ROS (Mattson & Shea, 2003; Obeid & Herrmann, 2006).

Concentraces anormalmente altas de Hcy tém sido associadas ao aumento de
concentracdo da enzima SAH. Em condi¢des normais, a enzima SAH é hidrolisada a
Hcy, sendo esta uma reacgdo reversivel que favorece a sintese de SAH (Figura 2 a) ).
No entanto, na presenca de elevadas concentragdes de Hcy, a hidrdlise de homocisteina
é favorecida, provocando uma anormal acumulacdo de SAH. Sabe-se que a propor¢édo
das enzimas SAM/SAH, bem como as baixas concentracdes de acido félico no liquido
cefalorraquidiano, se relacionam com o envelhecimento neuronal, sendo por isso
considerados marcadores de declinio neuroldgico (Mattson & Shea, 2003; Herrmann &
Obeid, 2011). Assim, o stress oxidativo também pode ser promovido através da reducéo
de espécies antioxidantes que protegem as células, por aumento dos niveis de SAH
(Zhuo et al., 2011).

Uma vez que o sistema nervoso central é um sistema extremamente vulneravel a
quaisquer alteracdes no equilibro que o mantém, o stress oxidativo pode considerar-se
um factor fulcral na promocéo do dano das func¢des cognitivas importantes (Zhuo et al.,
2011).

Além de tudo isto, outra das capacidades da homocisteina deve-se ao facto de
esta apresentar a capacidade de modificar os mecanismos de reparacdo do DNA
conduzindo a apoptose celular (Obeid & Herrmann, 2006; Zhuo et al., 2011). A
hiperhomocisteinémia promove a morte das células nervosas atraves da hipometilagdo
do DNA provocando, um aumento da producdo da proteina precursora de amildide, bem
como do péptido B-amiloide, através da desregulacéo da expressdo do gene presenilina
1. No entanto, a expressdo do gene presenilina 1 pode ser alterada, e diminuida, pela

enzima SAM provocando a diminuicdo da producdo do péptido p-amildide. Assim, se a
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caréncia de acido folico e vitaminas Bg e B, for tratada adequadamente os niveis de
SAM néo sdo desregulados e ndo se da a acumulacao excessiva do péptido -amiloide,
facto caracteristico da doenca de Alzheimer. Ou seja, a hiperhomocisteinémia estimula
a producdo e deposicdo excessiva de péptido pB-amildide no cérebro, acelerando o
processo de desenvolvimento deste tipo de deméncia (Obeid & Herrmann, 2006; Zhuo
etal., 2011).

Outra das evidéncias que liga a hiperhomocisteinémia e as doencas
neurodegenerativas € o facto de esta provocar a desfosforilacdo da proteina tau, um dos
elementos caracteristicos da doenga de Alzheimer e que estd associada a perda de
memoria. A desfosforilacdo da proteina tau estd dependente da proteina fosfatase 2A,
responsavel por este processo e cuja concentracdo se apresenta significativamente
diminuida em pacientes com Alzheimer. Por sua vez, a proteina fosfatase 2A é regulada
pela proteina fosfatase 1, sendo esta Ultima depende da enzima SAM. Assim, uma vez
reduzida a capacidade de metilagdo do DNA, a concentracdo da proteina tau é
aumentada, diminuindo o risco de doencas neurodegenerativas (Obeid & Herrmann,
2006; Zhuo et al., 2011).
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4. Metodos de Diagnostico e Quantificacdo da

Hiperhomocisteinémia

A atencdo da comunidade cientifica e médica internacional, sobre os niveis de
homocisteina apresentados pelos individuos e a sua utilidade na avalia¢do do risco e no
diagnostico da hiperhomocisteinémia tem sido crescente. Este interesse deve-se ao facto
de os niveis elevados de Hcy terem vindo a ser correlacionados com multiplas
patologias que afectam o ser humano, com especial destaque para as doencas
cardiovasculares. Como tal, um diagndstico correcto de hiperhomocisteinémia é
fundamental, visto que diferencas minimas na sua concentracao constituem importantes
factores na identificacdo de algumas patologias (Sawuta et al., 2008; Cevasco, Piatek,
Scapolla, & Thea, 2010). Deste modo, desde os anos 80 e 90 os investigadores tém
vindo a desenvolver diversas técnicas para 0 correcto diagndstico da
hiperhomocisteinémia. Os métodos desenvolvidos para quantificacdo da Hcy devem ser
0 mais precisos e exactos quanto possivel, de forma a reflectirem a real concentracdo de
Hcy no individuo (Salehzadeh, Mokhtari, & Nematollahi, 2014;. Dayal & Lentz, 2015)

De acordo com a literatura, individuos saudaveis apresentam concentracdes de
Hcy plasmatica basal entre 5 a 15 umol/L, se em jejum (Perta-Kajan et al., 2007).
Contudo, acima destes valores desenvolve-se uma condi¢do que se classifica como
hiperhomocisteinémia. Deste modo, e de acordo com as concentracdes de Hcy
encontradas no sangue a hiperhomocisteinémia pode classificar-se como ligeira,
moderada ou severa (Sawuta et al., 2008; Ganguly & Alam, 2015).

A concentracdo total de Hcy define-se como o conjunto de todas as formas de
Hcy em circulagdo no organismo humano (Perta-Kajan et al., 2007). Assim, a
determinacdo da concentracdo exacta de Hcy é uma tarefa dificil devido a sua
instabilidade e a diversidade de formas que apresenta. Os primeiros métodos
desenvolvidos para determinacdo da Hcy em circulacdo baseavam-se na medicdo e
quantificacdo da Hcy plasmatica total, devido aos obstaculos que a quantificacdo de
cada uma das formas de Hcy oferecia. Assim, a partir desta data os métodos
desenvolvidos baseiam-se na determinagdo da concentragdo de Hcy plasmatica total
(Rafii et al., 2009).

Quando se procede a recolha das amostras a ser analisadas Sdo necessarios

diversos cuidados para a manutencdo da sua integridade. Primeiramente, e visto que as
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analises de Hcy sdo efectuadas no plasma, € necessaria a sua separacdo do soro, por
centrifugagdo, ainda antes de a amostra ser armazenada (McMenamin, Himmelfarb, &
Nolin, 2009). Posteriormente, e para que a medicdo seja feita correctamente, é
fundamental o tratamento da amostra com anticoagulante, normalmente o citrato de
sodio ou 0 EDTA (McMenamin et al., 2009). Depois destas etapas a amostra deve ser
colocada imediatamente congelada a -70°C até a sua andlise, para que a descida da
temperatura retarde a libertacdo de Hcy das células sanguineas e para que a actividade
enzimatica seja inibida. Todas estas etapas constituem o pré-tratamento da amostra e
sd0 morosas, 0 que constitui uma clara desvantagem na pratica clinica em que a rapidez
e celeridade sdo fundamentais (Tomaiuolo, Vecchione, Margaglione, Pisanelli, &
Grandone, 2009; Isokawa et al., 2014).

Apds estes primeiros passos deve proceder-se 0 mais rapidamente possivel ao
armazenamento da amostra pois, € necessario ter em considera¢do que, quanto maior o
tempo decorrido entre a recolha e o armazenamento, existe um aumento da
concentracdo de Hcy ligada a proteinas, por redistribuicdo dos grupos tiol da amostra.
Isto deve-se ao facto de os grupos tiol serem importantes tamp&es do organismo, que
tém a funcdo de manter a integridade celular, e que quando estdo livres em circulacédo
sdo imediatamente auto-oxidados, o que neste caso nao é desejavel (Rafii et al., 2009;
Tomaiuolo et al., 2009).

Desta forma € essencial a reducdo das ligacdes dissulfeto, sendo este um passo
de grande importancia. A escolha do agente redutor é fundamental, pois além de
permitir a reducdo destas ligacdes, tornando-as acessiveis aos agentes de derivatizacéo,
também mantém, os grupos tiol na sua forma reduzida até a derivatizacdo. (Gtowacki &
Bald, 2009; Isokawa et al., 2014). Outros dos factores a ter em conta na escolha do
agente redutor € que este deve ser adequado ao método de deteccdo que sera
posteriormente aplicado. A compatibilidade dos agentes redutores e de derivatizacdo é
de extrema importancia, pois quando estes sdo incompativeis a formacéo de derivados
da Hcy é permitida, interferindo com os resultados obtidos (Gtowacki & Bald, 2009;
Peixoto, 2013).

De entre os varios agentes redutores disponiveis, os mais habituais sdo 0s
seguintes: ditiotreitol (DTT), ditioeritritol (DTE), 2-mercaptoetanol, borohidreto de
sodio e de potassio e tri-n-butil fosfina (TBP). De entre estes, o borohidreto de sddio e
de potéssio sdo 0s mais potentes todavia, a sua utilizacdo revela-se muito trabalhosa e

com possivel interferéncia no método de separagdo. Relativamente aos reagentes DTT,
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DTE e 2-mercaptoetanol, as suas principais desvantagens devem-se ao facto de
formarem ligacbes com reagentes especificos para os grupos tiol, podendo consumir 0s
reagentes de derivatizacdo e, assim, interferir na deteccdo dos tidis. O reagente TBP
apresenta algumas limitacGes por ser irritante, ter odor desagradavel e ser pouco soltvel
em agua. Para além destes, existe, ainda, outro agente redutor: o tris-(2-carboxietil)
fosfina (TCEP), que apresenta como principais vantagens nao ser volatil, ser estavel e
solivel em &gua, podendo ser empregue com seguranca em diversos métodos.
(McMenamin et al., 2009; Rafii et al., 2009; Tomaiuolo et al., 2009).

Deste modo, o desenvolvimento de técnicas para deteccdo directa de Hcy nas
amostras recolhidas, sem aplicar técnicas de separacdo, torna-se uma tarefa ardua
devido as multiplas interferéncias a que as amostras bioldgicas sdo sujeitas. Posto isto,
0s métodos de analise e diagndstico da hiperhomocisteinémia tém a necessidade de
empregar técnicas de separacdo, de forma a remover essas interferéncias (Salehzadeh et
al., 2014).

A técnica ideal para medir a concentracdo de Hcy deve apresentar algumas
caracteristicas essenciais, como ser simples, sensivel e precisa, de forma a poder ser
usada na rotina da pratica clinica (McMenamin et al., 2009). Os métodos actualmente
disponiveis para determinacdo de Hcy sdo numerosos, destacando-se a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GS-MS), imunoensaios ou electroforese capilar (Zappacosta et al., 2006;
Isokawa et al., 2014).

4.1. Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia

De entre os diversos métodos desenvolvidos para quantificacdo da Hcy, a HPLC
é considerada a metodologia de eleicdo para a sua determinacdo. Isto deve-se as
diversas vantagens que esta técnica apresenta, nomeadamente o facto de ser um método
facilmente automatizado ou usado em conjunto com outras metodologias de deteccdo e
poder ser usado na determinacdo de varias espécies em simultaneo (Sawuta et al., 2008;
Rafii et al., 2009).

Contudo, a cromatografia HPLC requer equipamento especializado o que tem
elevados custos para os laboratdrios, sendo esta uma das suas principais desvantagens.

Outra das desvantagens € o facto de, por vezes, a separacdo dos compostos ser dificil,

51



4. Métodos de Diagnostico e Quantificagdo da Hiperhomocisteinémia

pelo que a fraca resolucao desta técnica podera comprometer a sua selectividade (Rafii
et al., 2009; Peixoto, 2013).

Esta € uma técnica dificil de padronizar devido as maltiplas variacGes existentes.
Portanto, mesmo apesar de quase todos os métodos envolverem um passo de reducao
das ligacGes dissulfeto e a derivatizacao de grupos tiol, a principal diferenca entre eles é
relativa a0 método de deteccdo usado apOs a separacdo por HPLC (Peixoto, 2013).
Existem multiplos passos na técnica de cromatografia que poderdo contribuir para a
variabilidade dos resultados. Deste modo, uma das opg¢des que proporciona maior
homogeneidade e fiabilidade entre as diversas variacGes desta técnica € 0 uso de um
padrdo interno. Como exemplos de padrdes internos empregados em HPLC destacam-se
a N-acetilcisteina, cisteamina ou 2-mercaptopropionilglicina (Sawuta et al., 2008;
McMenamin et al., 2009).

Note-se que a cromatografia por HPLC baseia-se na separacdo da Hcy de outros
compostos presentes nas amostras requerendo, tal como supracitado, a reducdo das
ligagBes dissulfeto e a derivatizacdo dos grupos tiol. Deste modo, é essencial a
compatibilidade do agente redutor e do agente de derivatizacdo na escolha da técnica de

deteccdo mais adequada (Peixoto, 2013).

Deteccéo por Fluorescéncia

Este é o método de deteccdo acoplado a cromatografia por HPLC mais usado. A
deteccdo do grupo tiol por fluorescéncia baseia-se na marcacao destes grupos com um
reagente fluorescente, seguido de cromatografia por HPLC. Este € um processo
altamente sensivel e selectivo, de equipamento barato e relativamente simples. Além
destes, outros dos beneficios deste método de deteccdo é o facto de permitir a analise
simultdnea de varios tidis (Tabela 2) (Nelson, Satterfield, Sniegoski, & Welch, 2005;
McMenamin et al., 2009; Cevasco et al., 2010).

Apds a reducdo, as amostras a analisar sdo submetidas a ultrafiltracdo, para
remogdo das proteinas, e sua posterior precipitagdo. Como agentes de precipitagdo
destacam-se o &cido sulfossalicilico, acido perclérico e o acido tricloroacético. Depois
desta etapa as amostras séo entdo centrifugadas, sendo o sobrenadante posteriormente
submetido a derivatizacdo (McMenamin et al., 2009; Isokawa et al., 2014).

Os reagentes de derivatizacdo mais populares, no caso do método de deteccdo

por fluorescéncia, sdo os seguintes: mBrB (monobromobimano), SBD-F (7-fluoro-
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2,1,3-benzoxadiazol-4-sulfonato), ABD-F (4-aminossulfonil-7-fluoro-2,1,3-
benzodiazol) e 0 OPA (ortoftaldeido) (McMenamin et al., 2009; Cevasco et al., 2010).

Entre estes o SBD-F é o mais usado. De entre as suas principais vantagens,
destacam-se a sensibilidade e especificidade para os grupos tiol. Por si s6, 0 SBD-F nédo
apresenta caracteristicas fluorescentes, 0 que é uma vantagem visto que permite a
obtengdo de um cromatograma sem contaminagdes. Mas os derivados que origina
produzem um sinal fluorescente forte e com excelente estabilidade, sendo facilmente
separados dos outros metabolitos presentes na amostra (Cevasco et al., 2010; Isokawa et
al., 2014). Uma das principais desvantagens é o facto de este apenas actuar sob
condigdes extremas, neste caso a 60°C durante 1hora, podendo, nestas condicdes, dar-se
a degradacdo dos grupos tiol (McMenamin et al., 2009; Isokawa et al., 2014).

O OPA é outro dos reagentes de derivatizacdo usados na deteccdo por
fluorescéncia. Tal como o SBD-F, ndo é especifico para grupos tiol mas reage
rapidamente com estes, produzindo derivados fluorescentes na sua presenca (Gtowacki
& Bald, 2009; Isokawa et al., 2014). Os principais obstaculos do uso deste reagente
prendem-se com o facto de ser muito sensivel a variacdes de pH, apresentar reactividade
com outros aminoacidos e ser fotossensivel, pelo que necessita de proteccdo da luz
quando estd a ser manuseado (W. Wang et al., 2005). Além disso, por vezes, nao
proporciona um rendimento satisfatorio (Gtowacki & Bald, 2009).

Quanto ao mBrB reage rapidamente, mas nao especificamente, com 0s grupos
tiol, a temperatura ambiente. Este tem a desvantagem de os produtos da sua degradacao,
bem como o0 composto em si e as suas impurezas, serem fluorescentes e interferirem na
correcta determinagdo da Hcy. Além destes, outras sdo as limitacGes apresentadas sdo a
instabilidade a temperatura ambiente, o facto de ser fotossensivel e as complexas
técnicas cromatograficas de que necessita para ser eluido eficazmente (W. Wang et al.,
2005; McMenamin et al., 2009).

Deteccdo por Espectrometria de Massa

A GS-MS é um dos métodos mais efectivos na deteccdo e quantificacdo de Hcy.
Tem diversas vantagens, das quais se destacam: elevada sensibilidade e especificidade e
baixo limite de deteccdo. No entanto, este método necessita de equipamento especifico,
e de elevado custo, além de ndo permitir a deteccdo simultadnea de varios grupos tiol
(Tabela 2) (Nolin, McMenamin, & Himmelfarb, 2007; Tomaiuolo et al., 2009).
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Apesar de a derivatizacdo ser um dos passos normalmente usados na detecgédo
por espectrometria de massa, recentemente alguns dos estudos propuseram a supressao
desta etapa, conduzindo a simplificacdo do processo de preparagdo da amostra.
Contudo, os resultados obtidos poderdo ndo ser os mais correctos ja que ha o aumento
da oxidacdo da amostra e a perda de especificidade do método, visto que outros
metabolitos, para além da Hcy, que antes ndo iriam interferir, poderdo ser detectados
(Isokawa et al., 2014).

A espectrometria de massa em tandem é um método que oferece multiplas
vantagens relativamente a espectrometria de massa simples, nomeadamente devido a
maior selectividade que apresenta, pois é capaz de monitorizar apenas o0s ides
escolhidos. Apresenta também maior sensibilidade e menor tempo de andlise, ja que o
tempo despendido na preparacdo da amostra € menor e este método ndo necessita de
derivatizacdo (Rafii et al., 2007; Rafii et al., 2009). Outra das vantagens é o facto da
cromatografia com este método de deteccdo apresentar boa separacdo dos Vvarios
componentes da amostra. Considera-se, também, um método que pode ser usado na
analise de rotina pois, tem a capacidade de identificar inequivocamente a Hcy de entre

todos os metabolitos das amostras (Rafii et al., 2007; Tomaiuolo et al., 2009).

Deteccdo UV/Vis

Este método baseia-se na deteccdo da radiacdo absorvida pelas ligagdes ou
grupos funcionais, neste caso o grupo tiol, quando ocorrem transicGes electronicas por
absorcdo de radiacdo na regido do UV/ Vis. Trata-se de um método quantitativo, visto
que se pode medir a concentracao de Hcy, ou seu derivado, pela intensidade de radiacédo
absorvida pela mesma (Peixoto, 2013).

Para que a Hcy seja detectada, deve formar um derivado com absor¢do UV/Vis
suficiente para que seja possivel medir as concentracdes de tidis. Ou seja, € necessario
um passo de derivatizacdo prévio, pois 0s grupos tiol ndo permitem a sua deteccao
directa. Os agentes de derivatizacdo ndo devem apresentar absor¢cdo na auséncia do
grupo tiol e devem ser capazes de reagir rapido e especificamente com estes grupos,
para formar um produto estavel (Peixoto, 2013; Isokawa et al., 2014).

Os reagentes de derivatizagdo mais usados na deteccdo Uv/Vis séo BCPB (4-bis
(4-carboxilato-1-piridinio)), CMQT (2-cloro-1-metilquinolinio tetrafluoroborato) e
CMPI (iodeto de 2-cloro-1-metilpiridina) (Peixoto, 2013; Isokawa et al., 2014).
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A deteccdo por UV/Vis € um método sensivel e de elevada reprodutibilidade;
contudo, apresenta menor sensibilidade e especificidade quando comparado a outros
métodos de detec¢do, principalmente quando equiparado a deteccdo por fluorescéncia
(Tabela 2) (Nolin et al., 2007; McMenamin et al., 2009).

Deteccéo Electroquimica

A deteccdo electroquimica é uma ferramenta importante na deteccdo de grupos
tiol e ligagcdes dissulfeto. Este método funciona por oxidacdo directa da Hcy na
superficie dos eléctrodos que incluem: o carbono, a grafite, a platina, o ouro e a prata.
Uma das principais vantagens deste método é que evita a etapa de derivatizacéo.
Contudo, opera a elevados potenciais para possibilitar a oxidacdo da Hcy nos
eléctrodos, ja que a transferéncia de electrdes entre eles € lenta, o que podera originar
uma menor selectividade, quando comparada a outros métodos de deteccao. Isto porque
devido aos elevados potenciais usados & possivel que outras espécies presentes na
amostra, que normalmente ndo reagiriam, possam reagir (Fei et al., 2005; Agui,
Penafarfal, Yanezsedeno, & Pingarron, 2007; Salehzadeh et al., 2014).

De entre os eléctrodos usados na deteccdo electroquimica destacam-se os de
carbono. Este tipo de eléctrodos tem como principais beneficios o facto de terem uma
boa condutividade, promovendo a facil transferéncia de electrbes entre o eléctrodo e o
analito e criando elevada estabilidade (Tabela 2) (Fei et al., 2005).

Além destes, outro dos eléctrodos usados na detecgdo electroquimica inclui as
nanoparticulas de ouro. Neste caso, os resultados sdo substancialmente melhores
qguando comparados aos eléctrodos tradicionais, ja que ndo necessita de potenciais tdo
elevados para oxidacdo da Hcy, melhorando a selectividade do método (Ducros et al.,
2002; Agui et al., 2007).
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Tabela 2 - Vantagens e desvantagens dos varios métodos de deteccdo (adaptado de Ubbink, 2000;

Método

Detecgdo por fluorescéncia

Peixoto, 2013).
Vantagens
Barato
Elevada sensibilidade
Elevada selectividade
Equipamento barato

Elevada reprodutibilidade

Desvantagens
Derivatizacéo instavel e

sensivel a luz

Detecc¢do por espectrometria

Elevada sensibilidade

Equipamento caro

de massa Elevada especificidade e Nao permite a analise
Baixo limite de detecgdo simultanea de varios tiois
Detecgdo por UV/Vis Elevada reprodutibilidade e Pouca sensibilidade

Derivatizacéo simples

Pouca especificidade

Deteccéo electroquimica

Barato

Elevada sensibilidade

Dificil estabiliza¢do do

detector

e Elevada selectividade
e  Sem derivatizacdo
e Deteccdo simultanea de grupos

tiol oxidados e reduzidos

4.2. Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa é um dos muitos métodos disponiveis para quantificacdo
da concentracdo de Hcy nas amostras biologicas. No entanto, mesmo apesar da sua
elevada sensibilidade, ndo é o método mais usado devido a elevada polaridade
apresentada pela Hcy e seus metabolitos, o que faz com que a derivatizacdo seja um
passo obrigatoriamente necessario antes da sua andlise, de forma a aumentar a
volatilidade da amostra (Agui et al., 2007).

Outro dos obstaculos deste método € a sua pouca especificidade, ja que a Hcy
contém, na sua estrutura, maioritariamente grupos polares, o que faz com que a sua
extraccdo por solventes organicos seja problematica (Nekrassova, Lawrence, &
Compton, 2003).
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4.3. Electroforese Capilar

A electroforese capilar € um dos métodos usados na separacdo de Hcy que tem
vindo a ganhar cada vez maior popularidade junto da comunidade cientifica no
diagndstico da hiperhomocisteinémia principalmente, como meio complementar as
técnicas tradicionais, como o caso da HPLC. (Nekrassova et al., 2003).

Este € um processo simples, eficaz e rapido que, comparativamente a HPLC tem
a vantagem de necessitar de um menor volume de amostra, ter bom poder de resolucéo,
necessitar de pouco tempo de analise e equipamento simples (Nekrassova et al., 2003;
Mu, Zhao, Huang, & Ye, 2012).

Deteccédo Electroquimica

Tal como referido anteriormente de entre os diversos tipos de eléctrodos usados
na deteccdo electroquimica podem destacar-se os eléctrodos de carbono e de
nanoparticulas de ouro (Nekrassova et al., 2003). As caracteristicas deste tipo de
deteccdo foram abordadas no ponto 4.1. deste capitulo, sendo as suas principais
vantagens e desvantagens descritas na Tabela 2.

Detecc¢do por Fluorescéncia

Tal como para a cromatografia por HPLC também para a electroforese capilar
permite 0 uso do método de deteccdo por fluorescéncia. Tal como a deteccdo
eletroquimica, as caracteristicas deste tipo de detec¢do estdo descritas no ponto 4.1. e na
Tabela 2.

Deteccdo por Quimiluminescéncia

Este método de deteccdo acoplado a electroforese capilar apresenta elevada
sensibilidade, tendo vindo a substituir outras técnicas de detec¢do mais comuns (Mu et
al., 2012).

O reagente n-4-aminobutil-n-isoluminol de etilo (ABEI) é usado neste tipo de

deteccdo para marcar a Hcy, pois é quimiluminescente quando oxidado. Este reage
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selectivamente com grupos tiol, sendo separado por electroforese capilar, contribuindo
para a elevada sensibilidade do método (Mu et al., 2012).

A detecgdo por quimiluminescéncia apresenta como principais vantagens a sua
sensibilidade, precisdo e o facto de o pré-tratamento da amostra ser minimo, permitindo,

que seja um método aplicado a analise de rotina de Hcy (Mu et al., 2012).

4.4. Imunoensaios

Outro dos métodos de diagnostico da hiperhomocisteinémia propostos sdo 0s
imunoensaios, 0s quais se baseiam num passo simples, comum a todos, de reducdo da
Hcy e a sua conversdo a SAH, por accdo da enzima SAH hidrolase. Todos o0s
imunoensaios usam um Unico anticorpo (Ac) contra a enzima SAH. Este Ac anti-SAH é
reconhecido e quantificado de forma a analisar a concentragdo de Hcy na amostra
(Ducros et al., 2002). De entre os varios tipos de imunoensaios aqueles que se destacam
no diagnostico de hiperhomocisteinémia sdo: Imunoensaio de Fluorescéncia por
Polarizacdo  (FPIA),  Enzimoimunoensaio  (EIA) e  Imunoensaio  por
Quimioluminescéncia (ICL).

O FPIA é o imunoensaio mais usado na analise e pesquisa de niveis anémalos de
Hcy (Ducros et al., 2002). Este baseia-se na quantificacdo da fluorescéncia emitida por
Ac marcados com fluorocromos, que irdo detectar antigénios especificos nas amostras a
analisar. A fluorescéncia emitida é inversamente proporcional a quantidade de antigénio
na amostra, ou seja, a concentracdo de Hcy (Powers & Moat, 2000; Ducros et al., 2002;
Lowell, 2004).

O ensaio EIA caracteriza-se por um Ac monoclonal ser fixado a uma placa de
microtitulacdo que é incubada com a amostra analisar, permitindo a ligacdo Ac e Ac
anti-SAH, marcado com uma enzima, resultando na captura de toda a SAH da amostra
que ¢ posteriormente quantificada (Ducros et al., 2002; Lowell, 2004)

O ICL necessita de reagentes especificos quimioluminescentes, como 0s
derivados do luminol, para conseguir gerar quimioluminescéncia. Neste imunoensaio o
substracto € incubado com as enzimas para produzir um sinal quimioluminescente. De
entre os substractos disponiveis, 0 mais usado inclui as enzimas peroxidase e fosfatase

alcalina. Os derivados do luminol actuam competindo com Ac anti-SAH, marcado com
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as enzimas, gerando o sinal quimioluminescente que dara origem a quantificacdo de
Hcy na amostra.(Lowell, 2004). (Powers & Moat, 2000; Ducros et al., 2002).
As principais vantagens e desvantagens de todos estes tipos de imunoensaios

estdo descritos abaixo na Tabela 3.

Tabela 3 - Principais vantagens e desvantagens dos varios tipos de imunoensaios (Powers & Moat,
2000; Ducros et al., 2002).

Método ‘ Vantagens ‘ Desvantagens
FPIA e Simples e Reagentes caros

e Elevada precisao

EIA e Equipamento barato e Reagentes caros

e Pouca especificidade

ICL e Répido e Reagentes caros
e Elevada reprodutibilidade

e Quantidade minima de amostra necessaria

Para concluir, de entre os multiplos métodos apresentados para a quantificacdo
de Hcy nas amostras biologicas, os mais usados sdo a cromatografia HPLC com
deteccdo por fluorescéncia ou UV/Vis. Devido a emergente preocupacdo relativa a
homocisteina ser4 importante o melhoramento dos métodos ja existentes ou o
desenvolvimento de novos métodos de modo a que o diagnostico da

hiperhomocisteinémia seja mais rapido, simples e eficaz (Isokawa et al., 2014).
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5. Perspectivas de Tratamento da Hiperhomocisteinémia

Os factores de risco cardiovascular mundialmente aceites, como hipertenséo,
hiperlipidémia, habitos tabagicos, entre outros, ndo conseguem oferecer uma
justificacdo causal para todos os eventos cardiovasculares de que ha conhecimento.
Assim, novos marcadores de risco emergem como potenciais factores de prevencao
destes mesmos eventos, de entre os quais € exemplo a hiperhomocisteinémia. A
concentracdo de Hcy acima de niveis normais é um factor de risco modificavel para as
doencas cardiovasculares (Ji et al.,, 2013). Através da analise dos resultados
apresentados por diversos estudos retrospectivos e prospectivos desde as décadas de 80
e 90, é possivel inferir uma relacdo entre a hiperhomocisteinémia e o maior risco de
doencas cardiovasculares nomeadamente, associando a reducao dos niveis de Hcy com
diminuicdo do risco destas mesmas doencas em pacientes hiperhomocisteinémicos.
Com a confirmacao desta associacéo, poder-se-a, do mesmo modo colocar a hipdtese de
que a intervencdo farmacoldgica para diminuicdo dos niveis de Hcy podera provocar
uma menor frequéncia da ocorréncia destas doengas. Deste modo, e devido aos
resultados contraditorios apresentados pelos estudos, a comunidade médica e cientifica
pretende indagar a possibilidade de a hiperhomocisteinémia ser uma causa ou uma
consequéncia destes mesmos eventos (Pezzini et al., 2007; Debreceni & Debreceni,
2014; Dayal & Lentz, 2015).

De entre os diversos factores que se cré poderem estar na origem do aumento
dos niveis de homocisteina no organismo, destaca-se 0s baixos niveis de vitaminas Bg,
By € B1o. Assim, podemos afirmar que os niveis de Hcy sdo um indicador das caréncias
vitaminicas dos individuos, sendo de esperar que a hiperhomocisteinémia seja uma
patologia com maior prevaléncia em algumas regides como Africa, india, América
central e do sul ou México, onde as condicdes de vida e, logicamente, o estado
nutricional das suas populacGes é menor. Com efeito, comparativamente aos paises
desenvolvidos, verifica-se uma maior tendéncia da populacdo dos paises em
desenvolvimento padecer de hiperhomocisteinémia devido a deficiéncias vitaminicas
(Christopher et al., 2007; Zappacosta et al., 2013; Kotwal, Kotwal, Bhalla, Singh, &
Nair, 2015)

Em alguns paises desenvolvidos, como o caso dos Estados Unidos, foi

instaurada uma politica de fortificacdo obrigatoria de acido folico em cereais. Desde a
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sua implementacdo verificou-se uma reducdo da mortalidade associada a AVC, doencas
cardiovasculares e trombose venosa (Debreceni & Debreceni, 2014; Kotwal et al., 2015;
Stampfer & Willett, 2015). Estima-se que nos Estados Unidos, desde que esta medida
foi aprovada, os niveis de Hcy médios dos individuos saudaveis passaram a situar-se
abaixo dos 10 umol/L (Dayal & Lentz, 2015). Estima-se que através da aplicacdo desta
medida, foram evitadas cerca de 17 000 mortes por doencgas cardiovasculares
relacionadas com a hiperhomocisteinémia (Huang et al., 2012).

Comparando os paises com e sem fortificacdo de acido fdlico, verificou-se que
nos paises que ndo possuem esta obrigacdo, os niveis de Hcy baixaram cerca de 23%
com suplementacao apenas de vitamina Bg ou, no caso da administracdo conjunta com
vitamina By, reduziram cerca de 30%. Por outro lado, nos paises com esta fortificacao,
os efeitos da suplementagdo vitaminica foram menos evidentes, com uma reducdo de
Hcy de cerca de 20% (Clarke et al., 2010; Ji et al., 2013).

As primeiras evidéncias de que a suplementacdo vitaminica, em individuos
saudaveis, podera beneficiar a reducdo dos niveis de Hcy foram encontradas no ano de
1988 num estudo desenvolvido por Brattstrom et al.. Desde esta primeira descoberta,
diversos estudos foram realizados demonstrando que a ingestdo de 0,65 a 10 mg de
acido folico, isoladamente ou em simultaneo com vitaminas Bg € B1,, reduz os niveis de
Hcy em cerca de 25 a 50%, tanto em individuos saudaveis como com
hiperhomocisteinémia (Huang et al., 2012). Contudo, a utilidade desta terapéutica em
pacientes com historial de eventos cardiovasculares ainda ndo estd totalmente
esclarecida (Christopher et al., 2007).

As vitaminas Bg, By € B1, podem ser adquiridas pelo individuo através da sua
dieta através da ingestdo de alimentos que contém elevados niveis destas vitaminas,
nomeadamente as frutas e vegetais. Refira-se que, antes do inicio da terapéutica
farmacoldgica, poderd ser considerada primeiramente uma mudanca alimentar que
restabeleca os niveis normais destas vitaminas, ja que varios estudos comparando estes
dois métodos apresentaram resultados semelhantes (Zappacosta et al., 2013). Deste
modo, pode dizer-se que uma terapéutica com o objectivo de reduzir os niveis de Hcy
ndo oferece um risco para os doentes independentemente das patologias de que padecem
e, mesmo em individuos saudaveis, a diminuicdo dos niveis de Hcy é benéfica (Kotwal
et al., 2015).

As células endoteliais sdo especialmente susceptiveis a aumentos drasticos nas

concentragfes de Hcy, ja que a unica forma que tém de eliminar 0 seu excesso do
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organismo € através da accdo das enzimas MTHFR e MS. De entre as disfuncdes
apresentadas por estas enzimas, a mutacdo da enzima MTHFR com genétipo TT
diminui a sua actividade enzimética, o que provoca a reducao dos niveis de vitamina By
em circulagdo. Assim sendo, € de esperar que individuos que possuam este genoétipo
apresentem uma maior predisposi¢cdo e maior risco de eventos cardiovasculares. Desta
forma, a regular accdo das enzimas participantes no metabolismo da Hcy é essencial
para o normal funcionamento das células endoteliais e, consequentemente, para a
manutencdo dos niveis normais de Hcy (Debreceni & Debreceni, 2014; Dayal & Lentz,
2015; Stampfer & Willett, 2015).

Tal como referido anteriormente, ao longo dos anos foram desenvolvidos
estudos retrospectivos e prospectivos com o objectivo de perceber a relagcdo entre a
homocisteina e as doencas cardiovasculares para, consequentemente, se conseguirem
desenvolver estratégias terapéuticas que diminuissem o risco destas doencas. Contudo,
os resultados obtidos nestes estudos foram contraditorios pelo que diversos
investigadores desenvolveram ensaios clinicos de forma a testar a ligacdo entre a
suplementacdo vitaminica, que diminui os elevados niveis de Hcy, e se esta podera ter
efeito na diminuicdo do risco ou impedir o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (Huang et al., 2012; Ji et al., 2013; Dayal & Lentz, 2015).

O primeiro ensaio clinico realizado para comprovar esta relagdo foi o estudo
Vitamin Intervention for Stroke Prevention (VISP), este foi um estudo em dupla
ocultacdo, randomizado e controlado conduzido durante um periodo de dois anos, em
pacientes que tinham sofrido hd pouco tempo um AVC. O objectivo foi avaliar os
beneficios da terapia com varias dosagens de vitaminas Bg, B12 ou acido folico (Tabela
4). Neste estudo os pacientes foram divididos em dois grupos distintos sendo que
receberam uma alta ou baixa dosagem destas vitaminas, conforme o conjunto em que
estavam inseridos. Contudo, este ensaio falhou ao ndo conseguir provar a relagédo entre a
eficacia do tratamento para prevencdo do aumento dos niveis de Hcy. Ou seja, a
suplementacdo vitaminica provocou uma reducdo moderada nos niveis de Hcy, em
cerca de 2 umol/L no grupo de dosagem elevada, mas isto nao se reflectiu em qualquer
efeito na reducdo do risco de AVC (Ciaccio et al., 2008; Ciaccio & Bellia, 2010;
Kernan et al., 2014; Ntaios, 2015).

Uma das limitagbes deste ensaio, que poderdo ter estado na origem dos
resultados obtidos, é o facto de a terapéutica usada ndo ser a mais adequada visto que a

dosagem de vitamina B, era considerada baixa, mesmo no grupo de individuos que
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receberam a maior dosagem vitaminica. Outra das limitagdes foi, também, o facto de o
periodo de acompanhamento de dois anos ser considerado curto e ndo permitir obter
resultados estatisticamente significantes. Além disto, também os baixos valores de Hcy
basal encontrados nos pacientes poderdo ter conduzido a estes resultados (Pezzini et al.,
2007; Ciaccio & Bellia, 2010). Todavia, foi encontrada uma diferenca na concentragédo
de Hcy observada entre os grupos com alta e baixa dosagem, o que pode dever-se a
diferenca entre os paises estudados com ou sem aplicagdo de fortificagdo de acido folico
(Ntaios, 2015).

Deste modo, e devido aos resultados obtidos neste primeiro estudo, foi
desenvolvido um novo ensaio para estudar a importancia da terapéutica com &cido
félico e vitaminas Bg e B, em doentes que tiveram AVC recentemente. O estudo
randomizado Vitamins To Prevent Stroke (VITATOPS) teve como ponto de partida o
estudo VISP (Tabela 4). Neste estudo, os sujeitos analisados sofreram recentemente de
qualquer um dos tipos de AVC conhecidos, e os critérios de elegibilidade relativamente
os niveis de Hcy ndo foram aqui aplicados, ao contrario do que aconteceu no estudo
anteriormente referido. Concluindo, neste estudo também ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos em estudo (Pezzini et al., 2007; Ntaios, 2015).

O estudo randomizado The Heart Outcomes Prevention Evaluation (HOPE 2)
teve como principais objectivos compreender se o tratamento usado para reduzir os
niveis de Hcy em circulacdo tem algum efeito na reducdo do risco cardiovascular em
doentes de alto risco, nomeadamente com diabetes ou com historial de doencas
cardiovasculares (Tabela 4). O estudo concluiu que, durante os cinco anos de
acompanhamento dos doentes, o tratamento vitaminico dirio aplicado, diminuiu a
concentracdo de Hcy para niveis moderados, mas ndo produziu qualquer feito na
prevencdo de eventos cardiovasculares, enfarte do miocardio ou AVC. Descobriu-se
também que os resultados obtidos ndo variaram entre regides com e sem fortificacdo de
acido fdlico, ou entre pacientes com maior ou menor concentragdo de Hcy basal
(Pezzini et al., 2007; Ciaccio et al., 2008; Kernan et al., 2014) . Deste modo, 0s
resultados apresentados sugerem que o efeito protector verificado pela toma destas
vitaminas pode ndo estar correlacionado com o metabolismo da Hcy (Kotwal et al.,
2015).

Neste estudo, houve uma reducéo de 25% no risco de AVC, sendo este efeito
mais notorio em pacientes com menos de 70 anos, com hiperlipidémia ndo tratada e em

doentes com hiperhomocisteinémia. Houve uma maior reducdo do risco de AVC, em
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cerca de 4,1%, em individuos com concentragdes de Hcy acima de 13,8 umol/L. No
entanto, a interpretacao destes resultados é feita com precaucéo ja que existem multiplos
factores que poderéo ter influenciado esta descoberta. Deste modo, uma investigagao
mais profunda € necessaria para validacdo dos resultados (Debreceni & Debreceni,
2014).

Relativamente ao ensaio clinico Norwegian Vitamin Trial (NORVIT), este foi
um estudo randomizado em dupla ocultagdo onde foram analisados doentes que
tivessem sofrido recentemente enfarte agudo do miocardio, tendo estes sido
acompanhados durante quarenta meses. Neste estudo, os doentes receberam diversas
doses de acido folico, vitaminas Bg e By, ou placebo (Tabela 4). Os resultados obtidos
foram semelhantes ao do estudo HOPE 2 e VISP, sem beneficio da terapéutica
vitaminica na reducdo do risco cardiovascular. De entre as vérias combinagdes
terapéuticas, verificou-se uma reducéo de cerca de 27% da Hcy plasmatica em doentes a
receberem &cido fdlico. Contudo neste estudo foram levantadas varias questbes
relativamente a seguranca da terapéutica vitaminica combinada, ja que os resultados
indicam que esta pode ser prejudicial quando aplicada apds um episddio de enfarte do
miocardio, pelo que se sugere que ndo deve ser recomendada (Pezzini et al., 2007;
Ciaccio et al., 2008; Ciaccio & Bellia, 2010).

O ensaio clinico randomizado Women’s Antioxidant and Folic Acid
Cardiovascular Study (WAFACS) foi realizado em mulheres com historial clinico de
eventos cardiovasculares ou com mais de trés factores de risco cardiovascular (Tabela
4). Estas foram acompanhadas durante cerca de 7 anos, sem alcancarem 0s objectivos
propostos de reducdo do risco cardiovascular, mesmo apesar da reducdo de 18,5%
verificada na concentracdo de Hcy. Tal como em outros estudos apresentados, também
este pode ter sido influenciado pela anélise de doentes de paises com e sem fortificacdo
obrigatdria de cereais (Ntaios, 2015).

O estudo The B-Vitamin Atherosclerosis Intervention Trial (BVAIT) concluiu
que, numa amostra de individuos com baixo risco cardiovascular e niveis de Hcy acima
de 8,5 umol/L submetidos a tratamento com &cido félico, vitaminas Bg € Bi, , houve
reducdo da progressdo da aterosclerose. Assim, neste estudo concluiu-se que a
suplementacdo vitaminica travou a progressdo desta patologia em individuos que
apresentem risco cardiovascular diminuto (Ciaccio & Bellia, 2010).

Em 2007, foi apresentado o estudo Western Norway B-vitamin Intervention Trial
(WENBIT) em pacientes com doenga cardiaca. Neste ensaio clinico randomizado 0s
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doentes foram distribuidos por quatro grupos recebendo diferentes terapéuticas, sendo
seguidos durante cerca de trinta e seis meses (Tabela 4). Apesar de o estudo ter
terminado abruptamente devido as preocupaces relativamente a seguranca da
suplementacdo vitaminica levantadas pelo estudo NORVIT, este ensaio concluiu que a
suplementacdo vitaminica com vitaminas Bg, Bg € Bj, ndo tem qualquer efeito na
reducéo do risco de eventos cardiovascular. Esta conclusédo vem de encontro ao que foi
demonstrado pelos estudos anteriormente referidos, j& que ndo se encontraram
diferencas significativas entre os varios grupos de tratamento. A principal limitacéo
deste estudo devem-se ao breve acompanhamento dos doentes, que ndo permitiu chegar
a conclusdes significativas bem como o facto de apenas 9,6% dos casos estudados
apresentarem hiperhomocisteinémia (European Society of Cardiology, 2007; Ntaios,
2015).

Recentemente, o estudo Supplementation with Folate, Vitamin Bg and B1, and/or
Omega-3 Fatty Acids (SU.FOL.OMB3) testou a hipétese de um tratamento diario com
acido folico e vitaminas Bg e B, e com &cidos gordos polinsaturados na incidéncia de
AVC, angina instavel ou enfarte do miocéardio, visto que estes sdo factores associados a
hiperhomocisteinémia (Tabela 4). Contudo, verificou-se que ndo se obtiveram
alteracdes significativas no risco de eventos cardiovasculares (Pezzini et al., 2007;
Ntaios, 2015).

Além dos estudos supracitados, foi desenvolvido um ensaio clinico em
individuos com disfuncdo renal. O Homocysteinemia in Kidney and End Stage Renal
Disease (HOST), o primeiro ensaio clinico randomizado a investigar a ligacdo entre a
terapéutica com vitaminas Bg, By € Bi, € a doenca renal cronica ou doenca renal
avancada (Tabela 4). Os doentes foram acompanhados durante 32 meses tendo-se
obtido uma reducdo nos niveis de Hcy em cerca de 26%. Porém, ndo foram
apresentadas melhorias na prevencao de doencas cardiovasculares (Ntaios, 2015).

O ensaio Advanced Chronic Kidney Disease (ACKD) teve, também, como
objectivo avaliar os beneficios da reducdo dos niveis de Hcy em individuos com doenca
renal avancada ou doenca renal cronica (Tabela 4). Tal como todos 0s outros ensaios,
tambeém este ndo conseguiu estabelecer a relagdo entre a reducdo dos niveis de Hcy e
um menor risco das doencas renais e, logicamente, das doengas cardiovasculares. Estes
sdo resultados consistentes com aqueles apresentados pelo estudo HOPE-2, em

individuos com doenca renal cronica (Ciaccio & Bellia, 2010). Sabe-se que, em doentes
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com doenca renal cronica a terapéutica com acido folico reduz o risco de doencas

cardiovasculares em cerca de 15% (Debreceni & Debreceni, 2014).

Tabela 4 - Principais ensaios clinicos realizados na Ultima década, e suas caracteristicas (adaptado
de Ciaccio & Bellia, 2010; Ntaios, 2015).

Estudo Intervenientes ‘ Duracgéao Tratamento
VISP 3680 individuos com AVC 2 anos Dosagem elevada (25 mg Vit. Bg, 0,4 mg Vit
B, e 2,5 mg acido félico) vs Dosagem baixa
(200 ug Vit Bg, 6 ng Vit By, 20 pg acido
félico)
VITATOPS 8164 pacientes com AVC 41 meses | 2 mg &cido folico, 25mg Vit. Bs e 0,5 mg Vit.
ou ataque isquémico Bi,; placebo
transitorio
HOPE-2 5522 doentes com doengas 5 anos 2,5 mg acido fdlico, 50 mg Vit Bg, 1 mg Vit
vascular ou diabetes B1,; placebo
NORVIT 3748 individuos com 40 meses 0,8 mg &cido félico, 0,4 mg Vit By, 40 mg
enfarte agudo do Vit Bg; placebo
miocérdio
WAFACS 5442 mulheres com 7,3 anos 2,5 mg &cido folico, 50 mg Vit B¢, 1 mg Vit
historial de doenca B1,; placebo
cardiovascular ou 3 ou
mais factores de risco
BVAIT 506 pessoas com niveis de 3,1 anos 5 mg acido folico, 0,4 mg Vit By,, 50 mg Vit
Hcy > 8.5 umol/L e sem Bs; placebo
historial de doenca
cardiovascular ou diabetes
WESTERN 3090 pacientes com 36 meses 0,8 mg &cido félico, 0,4 mg Vit By, e 40 mg
doenga cardiaca Vit Bg; 0,8 mg acido folico e 0,4 mg Vit Byy;
40 mg Vit Bg; placebo
SU.FOL.OM3 | 2501 doentes com historial | 56 meses 560 mg acido fdlico, 3 mg Vit Bs, 20 mg Vit
de infarto, angina instavel B1,. placebo
ou AVC
HOST 2056 pessoas com doenga | 32 meses | 40 mg &cido félico, 100 mg Vit Bg e 2 mg Vit
renal crénica ou doenca B1y; placebo
renal avancada
ACKD 2056 individuos com 3 anos
doenca renal avancada
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Analisando as caracteristicas dos ensaios clinicos descritos, enumeradas na
Tabela 4, verifica-se que em todos houve uma reducdo nos niveis de Hcy. Tal como
esperado, esta diminuic&o foi mais acentuada nos individuos provenientes de paises sem
fortificacdo de acido folico do que naqueles provenientes de paises sem este regime.
Contudo, e apesar dos resultados positivos obtidos na reducédo da concentracdo de Hcy,
estes ndo foram significativos ao nivel da prevencdo dos principais eventos
cardiovasculares com terapéutica multivitaminica (Clarke et al., 2010; Lee, Hong,
Chang, & Saver, 2010; Ji et al., 2013).

Uma das possiveis explicacdes para os resultados negativos apresentados pelos
diferentes ensaios clinicos randomizados pode relacionar-se com limitagfes inerentes
aos estudos retrospectivos e prospectivos bem como aos préprios ensaios clinicos
(Wierzbicki, 2007; Ciaccio et al., 2008). De entre estas limitagdes, a randomizacdo dos
ensaios ndo garante a total eficacia da terapéutica na generalidade da populacéo ja que
os doentes escolhidos para a realizagdo do ensaio permitem que os factores
confundentes, existentes na populagdo em geral, sejam minimizados. Destacam-se,
também, o pouco tempo de acompanhamento dos doentes, factor comum a todos 0s
ensaios, que ndo permite que os resultados obtidos sejam esclarecedores ja que
patologias como a aterosclerose demoram anos ou mesmo décadas a desenvolverem-se.
Além disto, a dimensdo da amostra usada é considerada pouco significativa, e a sua
heterogeneicidade pode ser um factor que influencia os resultados. Outro aspecto
importante relaciona-se com a indefinicdo dos resultados quando comparados paises
com e sem fortificacdo. Ou, ainda, os possiveis efeitos adversos que ndo sao
considerados e que podem ser apresentados pelas vitaminas Bg, Bg € B, usadas nos
estudos e ensaios clinicos (Huang et al., 2012; Debreceni & Debreceni, 2014; Dayal &
Lentz, 2015).

Segundo as guidelines para prevencdo de AVC da American Heart Association
(2015) pacientes com hiperhomocisteinémia leve a moderada deverdo receber
suplementacéo de acido félico, vitamina Bg € B1,. Sendo que esta, apesar de ter efeito na
reducdo dos niveis de Hcy, ndo previne a ocorréncia de novo AVC ou ataque isquémico
transitorio. Por outro lado estas recomendacGes ndo aconselham a analise dos niveis de
Hcy em pacientes sofreram recentemente AVC ou ataque isquémico transitorio e que
ndo apresentem outros factores de risco para as patologias cardiovasculares (Kernan et
al., 2014).
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Apesar de a terapéutica vitaminica ser um potencial método barato de prevencgéo
das doengas cardiovasculares, nenhum dos estudos realizados até a data conseguiram
demonstrar, inequivocamente, a ligacdo entre reducdo dos niveis de Hcy e a diminuicéo
do risco de eventos cardiovasculares. Assim, actualmente, o uso de vitaminas como
agentes de prevencdo primaria destes eventos tem sido rejeitado. No futuro, serdo
necessarios ensaio clinicos que testem a ligacdo entre estes dois factores em grupos de
alto risco que promovam uma resposta alterada a suplementacéo vitaminica (Huang et
al., 2012; Debreceni & Debreceni, 2014; Dayal & Lentz, 2015).
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6. Conclusao

As doencas cardiovasculares sdo um grave problema de saude publica, sendo das
principais causas de morte tanto a nivel europeu como a nivel mundial, afectando
milhGes de pessoas todos os anos. Assim, e devido a sua crescente importancia e
prevaléncia na populacdo, estas sdo patologias que tém vindo a ser cada vez mais
estudadas pela comunidade cientifica. O estudo da sua etiologia, dos mecanismos
através 0s quais actuam e as suas consequéncias para 0 Homem, permitirdo que uma
monitorizacao e prevencao eficazes sejam realizadas.

De entre os factores de risco conhecidos para este tipo de patologias destaca-se a
adopcdo de um estilo de vida saudavel como sendo essencial. Contudo, nem todos os
casos de disfuncdo cardiovascular que afectam a populacdo apresentam as causas
normalmente associadas a estas patologias. Deste modo, de forma a conhecer melhor
estas doencas, e ja que os factores de risco tradicionais ndo conseguem fornecer uma
explicagdo logica para todos os eventos cardiovasculares, novos factores de risco foram
propostos, dos quais se destaca a hiperhomocisteinémia.

A hiperhomocisteinémia é um factor de risco independente para as doencas
cardiovasculares e define-se como uma condicdo que promove a anormal elevacdo dos
niveis de homocisteina em circulacdo no organismo. A homocisteina é um aminoacido
proveniente do metabolismo da metionina, que cuja concentracdo quando se encontra
alterada provoca diversos danos a nivel vascular, dando origem a aterosclerose e,
consequentemente, a doencas cardiovasculares.

Mesmo apesar de ser aceite que a homocisteina € um aminoacido capaz de
provocar, por diferentes mecanismos, dano a nivel endotelial ainda ndo se percebeu a
sua verdadeira funcdo neste tipo de patologias. Assim, o papel da hiperhomocisteinémia
como causa ou como consequéncia para as doencas cardiovasculares terd de continuar a
ser debatido.

Devido a natureza complexa e multifactorial das doencas cardiovasculares novos
estudos serdo, ainda, necessarios de forma a avaliar a correcta interaccdo entre a
hiperhomocisteinémia e estas doencas. Um dos factores a ter em considera¢do, no
estudo mais aprofundado desta questdo, serdo os polimorfismos genéticos e a sua
interaccdo com os diversos factores de risco considerados para as doencas

cardiovasculares.
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A correcta determinacdo da homocisteina plasméatica permite a identificagdo
precoce de hiperhomocisteinémia em pacientes que possuam elevado risco
cardiovascular e, desta forma, possibilita que a prevencdo das mesmas seja feita
correctamente e com resultados de maior sucesso. Assim, € de extrema importancia que
as tecnicas de quantificacdo da homocisteina sejam mais eficazes que as que
actualmente existem. E necessario poder determinar-se a concentragio de cada uma das
formas que a homocisteina apresenta em circulagdo para um correcto diagndstico da
hiperhomocisteinémia, ja que diferencas minimas da sua concentracdo sao relevantes.
Além disto, a quantificacdo das diferentes formas de Hcy em circulagdo € importante na
percecdo da ligacdo deste aminodcido as doengas cardiovasculares, ja que esta relacdo
podera passar por uma destas formas. Actualmente estas formas ainda ndo consideradas
ja que os estudos até agora realizados apenas consideram a Hcy plasmaética total. O
desenvolvimento de técnicas que permitam a analise dos seus diversos metabolitos da
Hcy é imprescindivel na deteccdo precoce das doengas cardiovasculares. Também a
procura de uma técnica de deteccdo que permita a analise da hiperhomocisteinémia na
pratica clinica, em doentes que apresentem elevado risco cardiovascular, é fundamental
na prevencdo deste tipo de patologias.

Por outro lado, serdo necessarios mais ensaios que determinem a efectividade da
suplementacédo vitaminica na reducdo do risco das doencas cardiovasculares. Apesar de
este ser um método de tratamento simples e econdmico que permite a reducdo dos
niveis de homocisteina, a sua eficacia na reducao do risco vascular continua por provar.
Os resultados contraditérios obtidos pelos estudos retrospectivos e prospectivos, bem
como os resultados pouco significativos obtidos nos ensaios clinicos sdo factores que
necessitam de maior investigacdo. Desta forma, no futuro, o desenvolvimento de novas
opcdes terapéuticas sera imprescindivel na contencao e erradicacdo destas patologias.

No futuro, serd necessario o investimento da comunidade cientifica no
entendimento do valor da homocisteina. O conhecimento mais aprofundado dos
mecanismos através dos quais actua na promocdo das doencas cardiovasculares é
essencial. Além disto, serd necessario o desenvolvimento de novas técnicas que
permitam a quantificagdo deste aminodcido, de forma a possibilitar uma anélise mais
simples e eficaz que permita a sua introdugdo nos exames de rotina realizados pelos
pacientes com elevado risco cardiovascular. Também o desenvolvimento de novas
opcOes terapéuticas, ou o aperfeicoamento daquelas actualmente existentes, serd

imprescindivel para um correcto tratamento da hiperhomocisteinémia.
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